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NOMENCLATURA 

AC: Acetato 

ACCOA: Acetil Coenzima A 

AKG: Alfa ceto-glutarato 

ATP: 5°-trifosfato de adenosina 
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MAL: Malato 

NADH: Nicotinamida adenina dinuctedtido reducido 
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PYR: Piruvato 

RIBSP: Ribosa 5-fosfato 
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SED7P: Sedoheptulosa 5-fosfato 

SUC: Succinato 

SUCCOA: Succinil coenzima A 

 



XYLSP: Xilosa 5-fosfato 

D: Velocidad de dilucién (h") 

dco2! Produccién especifica de CO, (mM de oxigeno consumido/g de células producidas 

quae: Produccion especifica de acido acético (g de acido acético producido/g de células 

producidas/h) 

qo: Consumo especifico de oxigeno (mM de oxigeno consumido/g de células producidas/h) 

qs: Consumo especifico de glucosa (g de glucosa consumida/g de células producidas/h) 
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producidas/h) 
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RESUMEN 

 



En este trabajo se examinaron las cinéticas de crecimiento de dos cepas mutantes de 

Escherichia coli, asi como de la cepa progenitora, con el objeto de conocer aspectos 

cinéticos y metabdlicos relacionados con su capacidad de acumulacion de acido acético. Un 

primer enfoque estuvo vinculado con la necesidad de conocer en términos cinéticos 1a 

influencia de las mutaciones sobre dicha capacidad acumulativa, y un segundo enfoque sc 

planted en términos de conocer las repercusiones de las mutaciones sobre la distribucion de 

los flujos de carbono intracelular, y como estos determinaron la capacidad acumulativa de 

Acido acético. Los experimentos se llevaron a cabo en cultivo por lote, en medios minimo y 

complejo, y en un quimiostato limitado por glucosa en medio minimo. En una de las cepas 

mutantes (PB12) el sistema fosfotransferasa (PTS) fue inactivado, mientras que en la otra 

cepa (PB25) los dos genes que codifican para la expresién de las isoenzimas piruvato cinasa 

fueron interrumpidos. En ambos esquemas de cultivo se encontraron diferencias en relacion 

con su capacidad para acumular acido acético, asi como cn sus actividades anabdlicas y 

catabdlicas. En cultivo por lote emplcando un medio minimo, sc observ6 una reduccién cn la 

capacidad de acumulacién de Acido acético de 80 y 25% en las cepas PB12 y PB25 

respectivamente, comparadas con la ccpa silvestre. Sc examinaron también las cinéticas en 

cultivo por lote de las mutantes citadas, empleando un medio rico. En este caso también se 

obscrvaron diferencias importantes en la acumulacién de acido acético. Las cepas PB12 y 

PB25 mostraron una reduccién en la acumulacién de acido acético de 75 y 12% 

respectivamente, comparadas con la cepa silvestre. Con la cepa PBI2 se observd una mayor 

eficiencia en la transformacién de la glucosa, Io cual se tradujo en menor consumo especifico 

de glucosa y un mayor rendimiento de biomasa, comparado con las otras cepas. 

Los experimentos realizados en cultivo continuo empleando un medio minimo, revelaron 

que el fondo genético fue el responsable de los cambios observados en la capacidad 

acumulativa de ambas mutantes. La cepa PB25 acumulé menos acido acético en funcién de 

la velocidad de dilucién, comparada con las cepas silvestre y PB12. Asi mismo, sc puso de 

manifiesto que las actividades metabdlicas oxido-reductoras fueron substancialmente 

afectadas en las dos cepas mutantes, lo cual se reflejo en diferentes niveles de produccion de 

biomasa y COp, asi como en el consumo de oxigeno. Este comportamiento se reflejo de 

 



modo congruente en las distribuciones de flujos de carbono calculadas mediante el empleo 

de modelos metabdlicos (redes de flujos metabdlicos), para cada una de las cepas en las 

diferentes velocidades de dilucién ensayadas. En el caso de la cepa PB12, en ausencia de 

acumulacién de acido acético, el modelo metabélico propuesto predijo flujos de carbono en 

las vias del metabolismo central similarcs a los observados cn la ccpa silvestre, sin embargo, 

a velocidades de dilucién de 0.35 y 0.5 h’, en las cuales se puso de manifiesto la 

acumulacién de acido acético, los flujos de carbono fueron ligeramente diferentes, y su 

influencia sobre la acumulaci6n de Acido acético, estuvo asociada a diferentes causas. A una 

velocidad de dilucién de 0.35 h’, Ja reduccién en fos niveles de acumulacion de acido 

acético pudo deberse a un aumento en el flujo de carbono hacia el ciclo de los TCA, y la 

reduccién observada a una velocidad de dilucién de 0.5 h", a un aumento del flujo de 

carbono hacia la via de Jas pentosas. Por otro Jado, en Ja cepa PB25, cl modclo metabdlico 

predijo que la reduccién en los niveles de acumulacion de dcido acético probablemente se 

debié al aumento sustancial del flujo de carbono hacia la via de las pentosas, en comparacion 

con el observado por la cepa silvestre. El modelo también predijo la formacion de un ciclo 

de oxidacion a través de la reaccion catalizada por la glucosa fosfato isomerasa asociado al 

aumento del flujo hacia la via de las pentosas.



ABSTRACT



In this work the growth kinetics of two mutant strains of Escherichia coli were examined 

as well as of the parental strain, in order to knowing kinetic and metabolic aspects related to 

their capability of acetic acid accumulation.’A first approach was coupled with the necessity 

of knowing in kinetic terms the influence of the mutations on this accumulative capability, 

and a second one was postulated in terms of knowing the repercussions of the mutations on 

the distribution of the intracelular carbon fluxes, and how these fluxes determined the 

accumulative capability of acetic acid. The experiments were carried out in batch cultivation, 

in mineral and complex media, and in continuous culture using a mincral medium 

supplemented with glucose. In one of the mutant strains (PB12) the fosfotransferase system 

(PTS) was inactivated, while in the other (PB25), the two genes that code for the 

expression of the piruvate kinase isoenzimes were interrupted. Jn both cultivation 

frameworks there were differences related to their capability to accumulate acetic acid, as 

well as in their anabolic and catabolic activitics. In batch cultivation, using a minimal 

medium, a reduction of acetic acid accumulation of 80 and 25% in the strains PB12 and 

PB25 respectively was observed, when compared with the wild type strain. The kinetics of 

the mentioned mutants were also cxamined in batch cultivation using a rich medium. In this 

case, important differences were observed in the acetic acid accumulation profiles. The 

PB12 and PB25 strains, showed a reduction in the acetic acid accumulation of 75 and 12% 

respectively, when comparcd to the wild type strain. With the PB12 strain a bigger efficiency 

was observed in the transformation of the glucose. In consequence a smaller specific glucose 

consumption rate and a bigger yield of biomass, was observed compared to the other strains. 

The experiments carried out in continuous cultivation using a minimal medium, revealed that 

the genetic background was responsible of the changes observed in the acid acetic 

accumulative capability. The PB25 strain accumulated a lower acctic acid concentration as a 

function of the dilution rate, compared with the wild type and PB12 strains. Furthermore, it 

was showed that the oxide-reductives metabolic activities were substantially affected in the 

two mutants strains, which was reflected in different levels of biomass and CO production, 

as well as in the oxygen consumption. This behavior was reflected in an appropriate way on 

the carbon flux distributions, calculated by using metabolic models (bioreaction networks),



for each onc of the strains tested at different dilution rates. In the case of the PB{2 strain, in 

absence of acctic acid accumulation, the proposed metabolic network predicted similar 

carbon fluxes in central metabolism to those observed in the wild type strain, however, at 

dilution rates of 0.35 and 0.5 h", in which acetic acid accumulation was observed, the 

carbon fluxes were slightly different compared to the wild type, and the influence of these 

fluxes over the acetic acid accumulation was associated to different causes. At a dilution rate 

of 0.35 h’, the reduction in the levels of acetic acid accumulation could be duc to an 

increase in the carbon flux toward the TCA cycle, and the reduction observed at a dilution 

rate of 0.5 h', to an increase of the carbon flux toward the pentoses pathway. On the other 

hand, in the PB25 strain, the proposed metabolic network predicted that the reduction in the 

levels of acetic acid accumulation was probably due to a substantial increase of the carbon 

flux toward the pentoses pathway, in comparison with that observed by the wild type strain. 

The metabolic network also predicted the formation of an oxidation cycle through the 

reaction catalized by the glucose phosphate isomerase, which was associated to the increase 

of the carbon flux toward the pentoses pathway.



1.0 ANTECEDENTES



Desde diversos angulos académicos, Escherichia coli cs uno de los microorganismos mas 

estudiados. Esto incluye estudios exhaustivos tanto genéticos como fisiolégicos. Desde un 

principio, la versatilidad de esta bacteria sc puso de manifiesto por la relativa facilidad para 

propagarla y manipularla genéticamente. Esta caracteristica la convirtid con el tiempo, cen 

una pieza fundamental para sentar las bases de la tecnologia recombinante. Gracias cn parte 

a este microorganismo, en fa actualidad existe una floreciente industria biotecnologica la 

cual ha colocado en el mercado una gran variedad de productos farmacéuticos y 

especialidades quimicas de un alto valor agregado (Swartz, 1996). 

Los microorganismos poseen un conjunto de rasgos genotipicos y fenotipicos adquiridos a 

través de la evolucion. Eso define el papel y desempefio de cada microorganismo en la 

naturaleza, asi como las caracteristicas de crecimiento en un ambiente particular. Sin 

embargo, la experiencia ha venido mostrando que el disefio metabdlico conferido por la 

evolucién no necesariamente es el mas adecuado si lo que se requiere es desplegar una serie 

de funciones metabolicas especificas en un reactor de produccion. En este sentido, una de 

las orientaciones actuales mas importantes de la tecnologia recombinante est4 vinculada con 

el mejoramiento de las cualidades metabdlicas de las cepas que se emplean en procesos 

industriales. Vista como una estrategia vital y permanente, la optimizacién de las 

caracteristicas productivas de un microorganismo industrial permite a las grandes compafiias 

un mejor empleo de los recursos y a la vez permanecer en un mercado muy compctido. En 

telacion con esto, cs pertinente mencionar que la disminucién de costos de operacién y de 

recuperacién de producto es un problema cotidiano cn la industria dedicada a 1a produccion 

de cspecialidades quimicas por fermentacién, tales como etanol, aminodcidos, ctc. El 

aumento del rendimiento y la concentracion de producto, asi como la productividad del 

proceso de fermentacién son aspectos criticos en el planteamiento de soluciones a este 

problema (Atkinson ct al., 1992). 

En los ultimos afios, las técnicas que permiten el mejoramiento genético de los 

microorganismos se han desarrollado considerablemente. Los primeros intentos en este 

campo estaban supeditados al aislamiento de mutantes obtenidas por exposicion a



mutagenos, con el fin de alterar las funciones reguiadoras del metabolismo, o bien de 

transporte de metabolitos a través de la membrana (Bailey et al., 1990), El advenimiento de 

la tecnologia recombinante trajo consigo la posibilidad de usar plasmidos estables como 

vehiculos de expresi6n, con el objeto de mejorar la actividad enzimatica en pasos especificos 

de una via metabélica de interés. En algunos casos este procedimiento estaba ligado a un 

proceso de desregulacién de reacciones criticas intermedias, empleando mutagénesis 

tradicional (Sahm, 1991). Sin embargo, a medida que la manipulacion genética de los 

microorganismos se vio facilitada por cl desarrollo de mas y mejores técnicas, y se 

comenzaron a entender mas claramente los mecanismos genético-moleculares que rigen cl 

funcionamicnto del metabolismo, aparecicron nuevos principios y metodologias que 

permitieron mejorar sustancialmente cl desempefio de los microorganismos de interés 

industrial. Una de estas metodologias cs la ingenieria de vias metabdlicas, la cual, mediante 

el uso de técnicas de DNA recombinante persigue la identificacion y modificacién de 

aquellas funciones celulares que son criticas para el desarrollo de cualidades superiores en el 

desempefio de un microorganismo industrial (Bailey, 1991). 

Por otro lado, el acido acético, el cual es producido naturalmente por algunas bacterias 

durante el proceso fermentativo, siendo ademas de indole toxica para el propio 

microorganismo que lo genera, se ha venido considerando uno de los problemas mas 

importantes de la industria de fermentaciones. La gravedad del problema reside en cl hecho 

de que la produccion de acido acético tiene un efecto inhibitorio sobre el crecimiento 

celular, asi como un impacto negativo sobre los niveles de rendimiento celular y de producto 

(Kleman & Strohl, 1994: Konstantinov et al., 1990). Esto es particularmente critico en cepas 

de Escherichia coli, cuyo uso como hospedero esté ampliamente difundido en la generacién 

de productos recombinantes de interés industrial. 

Existe el consenso de que acumulacion de acido acético esté asociada en principio, a la 

presencia de altas concentraciones de glucosa. En la busqueda de soluciones a este 

problema, ampliamente documentada en la literatura, se pueden distinguir dos enfoques 

basicos. Uno de ellos aborda la cuestién como un problema de bioingenieria. El objetivo en



este caso, es el control adecuado de la condicién ambiental que dio origen al problema, es 

decir, una concentracién alta de substrato. Lo anterior requicre de un conocimiento 

profundo de las caracteristicas cinéticas del proceso fermentativo, asi como de elaborados 

algoritmos que permitan programar el suministro de la glucosa a bajas velocidades en un 

esquema de cultivo por lote alimentado (Konstantinov et al., 1990: Riesenberg et al., 1990; 

Strandberg & Enfors, 1991). Por otro lado, la ingenieria de vias metabdlicas enfoca la 

acumulacién de acido acético como un problema de disefio metabdlico, cn este caso, el 

problema seria consecuencia de un desborde metabdlico provocado por una inadecuada 

distribucion de flujos de carbono en el metabolismo celular, particularmente en cl 

metabolismo central. Mediente este enfoque, el objetivo es identificar los mecanismos 

fisioldgicos que estén influidos por las concentraciones altas de glucosa, los cuales a su vez 

definen los flujos metabdlicos inconvenientes, con el fin de realizar modificacioncs 

posteriores empleando técnicas de ingenieria genética (Aristidou, et al., 1994: Chou, et al., 

1994: Dedhia, et al., 1994; Diaz-Ricci, et al., 1991: Farmer & Liao, 1997). Con esta 

metodologia es posible un accrcamiento mas razonado a los estudios de mejoramicnto 

genético, debido a que permite calcular los flujos de carbono intracclularcs mediante cl 

empleo de modelos metabélicos en forma de redes de biorreacciones. Los calculos teoricos 

o aquellos elaborados a partir de datos experimentales empleando este tipo de modelos, 

permiten identificar o en su caso predecir los puntos del metabolismo cclular que son 

limitantes al flujo de carbono, con lo cual es posible realizar de un modo mas dirigido 

modificaciones posteriores emplcando técnicas de ingenieria genética. Como sc verd mas 

adelante, ambas estrategias han probado en alguna medida ser capaces de reducir la 

produccién de acido acético, asi como sus efectos nocivos. Sin embargo, cs evidente la 

ventaja de la segunda sobre la primera opci6n, ya que la eliminacion de costosos esquemas 

de control de la fermentacion tendria un impacto positivo sobre los costos de inversion y de 

operaci6n de un proceso de fermentacion industrial. 

Diversos estudios realizados con cepas de Escherichia coli sugieren que la producci6n de 

acido acético se debe en primer lugar, a un desborde metabdlico provocado por una limitada 

capacidad en el ciclo de los Acidos tricarboxilicos (TCA) (Han et al., 1992; Majewski &



Domach, 1990). Esta limitacion pucde debcrse a_un efecto de represion catabdlica 

estimulada por la presencia de altas concentraciones de glucosa, o por actividad enzimatica 

insuficiente a altas velocidades de crecimiento (Doelle et al., 1982). También ha sido 

sugerido que cl fenomeno es producto de una insuficiente actividad de las enzimas de la 

cadena de transporte de electrones y por ende, de un efecto de represion catabolica sobre 

algunas enzimas del ciclo de los TCA, debido a la acumulacién de NADH (Varma & 

Palsson, 1994). Es importante puntualizar que en teoria, existen ciertos puntos criticos en la 

via glicolitica que afectan de un modo determinante la distribucion de flujos de carbono en el 

metabolismo central, y que tienen a su vez una relacién con la acumulacin de acido acético 

(Delgado & Liao, 1997). Entre estos se pueden citar las vias anapleroticas, la via de las 

pentosas y algunos pasos intermedios en la via glicolitica. Para hacer atin mas complejo el 

contexto, es probable que ademas exista una relacién hasta ahora no estudiada, con las 

actividades desplegadas por el sistema fosfotransferasa (PTS) y las izoenzimas piruvato 

cinasa (PK) en el Hamado nodo del fosfoenolpiruvato (PEP), ya que el control de la 

disponibilidad de piruvato esta supeditada al funcionamiento de estos dos sistemas 

enzimaticos (Postma et al., 1996; Valle et al., 1996). No obstante, en este Ultimo caso, la 

falta de estudios apropiados no ha permitido aclarar en qué medida se ve afectada la 

distribucién de flujos de carbono cuando se altera el reparto de carbono en un punto crucial 

de la via glicolitica, como lo es el nodo del PEP. En consccuencia, sigue siendo considerado 

como un punto clave para controlar la disponibilidad de PEP y piruvato en el metabolismo 

central de Escherichia coli, y particularmente como un objetivo para estudios de ingenieria 

de vias metabolicas (Goel et al., 1995; Holms, 1986; Valle et al., 1996). 

Los antecedentes expuecstos dejan ver claramente la pertinencia c importancia que reviste un 

estudio experimental y tedrico que permita conocer la rclacién del nodo del PEP con la 

produccion de acido acético en cl metabolismo central de Escherichia coli. Ahondar en este 

conocimiento contribuiria al entendimiento de los mecanismos del metabolismo central que 

disparan la acumulacin de este metabolito en cepas de Escherichia coli, mismas que 

podrian ser usadas como hospederos en la produccién de proteinas recombinantes y 

metabolitos de interés comercial. 
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2.0 JUSTIFICACION 
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Desde hace algun tiempo, en nuestro laboratorio se han venido desarrollando actividades de 

mejoramiento genético de cepas de interés industrial. Aprovechando la amplia experiencia 

del grupo en el manejo de técnicas de ingenieria genética, se ha planteado como una 

estrategia permanente el conocer a profundidad aspectos genéticos y metabdlicos de algunas 

cepas de Escherichia coli. Sin embargo, esto es insuficicnte cuando se requiere conocer a 

profundidad el comportamiento cinético y metabdlico de un microorganismo cuya 

complejidad requiere del manejo de técnicas asociadas a otras areas tales como Ja ingenieria 

quimica y tecnologia de fermentaciones. En este sentido, la aparicién de herramicntas 

relativamente inéditas, como las agrupadas en el concepto de ingenieria de vias 

metabdlicas, abre la posibilidad de realizar un trabajo de investigacion novedoso y mas 

razonado en este proceso de mejoramiento. Es importante recalcar que uno de los objctivos 

del grupo es también el mejoramiento de las caracteristicas de desempefio de estas cepas en 

los reactores de produccién, por medio de la reduccion de la capacidad de estas cepas para 

acumular acido acético. 

Un ejemplo del trabajo que se desarrolla en nuestro laboratorio, esta vinculado con la 

modificacion genética de cepas involucradas en la produccién industrial de aminoacidos 

aromaticos. La Figura 1 muestra un esquema de las vias del metabolismo central de 

Escherichia coli relacionadas con la produccion de dcido acético y dichos aminoacidos, 

Como se observa, en la via glicolitica, a partir de una mol de glucosa se pueden producir a lo 

maximo dos moles de PEP. De éstas, una mol sc emplca en cl transporte y fosforilacién de 

una mol de glucosa y se genera a su vez una mol de piruvato (Postma ct al., 1996). El PEP 

restante se canaliza hacia la formaci6n de piruvato, de oxaloacetato y aminoacidos 

aromaticos. Cabe destacar que la formacién de una mol de estos aminoacidos, requiere de 

dos moles de PEP. Desde el punto de vista de la ingenieria de vias metabdlicas, el nodo del 

PEP seria un importante objetivo para modificar la distribucion del flujo de carbono y 

resolverla en favor de un aumento significativo de la acumulacién de aminoacidos 

aromaticos (Valle et al., 1996). 

13



GLUCOSA 

PTS 

Gep —————> HMP 

J E4P 

PEP + PEP a COMPUESTOS 
AROMATICOS 

fPKr, PKA   PYR 

Ppc co ATP 

CO2 Accos —2—> ACETATO 

OAA 

TCA 
CO2 

Figura 1. Esquema parcial del metabolismo central de E. coli y su relacién con la produccion 

de aminoacidos aromaticos 
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Bajo esta premisa y teniendo como objetivo aumentar el rendimicnto de aminoacidos 

aromaticos, se crearon dos mutantes derivadas de la cepa silvestre de Escherichia coli 

JMIO1, afectadas en el nodo participante del metabolismo de PEP. Como sc sabe, un 

aumento en el rendimiento de estos aminoacidos depende fundamentalmente de inerementar 

la disponibilidad de PEP en la via de sintesis de jos aromaticos. Una de estas cepas, la PB12, 

posec una delecién de los genes pisH, ptsl y crr, genes que codifican para la sintesis de las 

proteinas que conforman la parte del sistema fosfotransferasa asociado al transporte de 

giucosa. Ademas, posee una insercién de un marcador de seleccién en la misma regién. Esta 

cepa, asi mismo, posec la caracteristica de ser una mutante espontanca que ha mostrado ser 

capaz de crecer en presencia de glucosa, empleando un sistema alternativo de transporte 

(Flores et al. 1996). A la cepa PB25, también Ic fue insertado un marcador de scleccién en 

los genes pvkA y pykF los cuales codifican para fa sintesis de las isoenzimas piruvato cinasa, 

con el objeto de inactivartos (Ponce et al. 1995). Tanto en nuestro laboratorio como en los 

de Genencor Int, se llevaron a cabo pruebas de crecimiento con cepas similares a las 

mencionadas en condiciones preestablecidas para sobreproducir 3-desoxi-arabino- 

heptulosonato 7-fosfato (DAHP), el cual es cl primer intermediario de la via de sintesis de 

aminoacidos aromaticos. Los resultados indicaron una mejora sustancial en los rendimientos 

de DAHP, comparados con los mostrados por fa cepa progenitora (Berry 1996: Flores ct al. 

1996; Gosset et al. 1996). 

Por otro lado, si visualizamos con un enfoque diferente la naturaleza y el efecto de las 

mutaciones en este punto del metabolismo central de Escherichia coli, mas alla de las 

posibilidades mostradas por estas cepas como sobreproductoras de aminoacidos aromaticos, 

se podran percibir aspectos fisioldgicos y cinéticos interesantes a esclarccer. Uno de estos es 

Ja relacion que guardan cl caracter de las mutaciones con la produccién de acido acético, y 

de modo concomitante, con la distribucién de los flujos de carbono en el metabolismo 

central asociada a la acumulacion de este Acido organico. Es importante mencionar que los 

primeros experimentos en cultivo por lote a nivel de fermentador realizados en nuestro 

laboratorio, permitieron ver las posibilidades de estas cepas para ser empleadas como 

hospederos para la produccién de proteinas heterdlogas. Este planteamiento surgid como



consecucncia de haberse observado de manera consistente una disminuci6n en las 

concentraciones de acido acético, comparadas con la cepa progenitora, tanto cn la mutante 

PTS’ como en la doble mutante pvkApvkF, cuando el crecimiento se Ilevo a cabo en 

piorreactores bajo condiciones ambientales controladas. Sin embargo, al haberse observado 

valores de pt significativamente menores al observado por la cepa progenitora, también se 

reflexioné acerca de si el efecto era realmente producto del fondo genético v no de las 

diferencias mostradas en los valores de p. Lo anterior sugirié la pertinencia de realizar 

estudios cinéticos en cultivo continuo, en los cuales cs posible ajustar la velocidad especifica 

de crecimiento por medio del flujo de alimentacion de substrato y conocer el efecto real del 

fondo genético. Por otro lado, en un razonamiento posterior, se esbozaron las posibilidades 

de enfocar las actividades de nuestro laboratorio desde la dptica de! concepto de ingenicria 

de vias metabdlicas, lo cual permitiria abrir posibilidades de un trabajo de mejoramiento 

genético y metabdlico mas razonado. En este sentido es importante mencionar algunos de 

los bencficios posibles al implementar una herramienta de esta naturaleza. Por un lado, 

permitiria avanzar en el conocimiento cientifico relacionado con la caracterizacion del 

comportamiento cinético de un microorganismo (entendiéndose este concepto como 

aquellos experimentos que nos permiten obtener informacion en forma de parametros 

propios del crecimiento, tales como velocidades especificas de crecimiento, rendimientos 

celulares y de producto, asi como velocidades especificas de consumo y produccién de 

nutrientes y metabolitos, respectivamente), ya que ademas de la informacién propiamente 

cinética, con esta herramienta se podria tener una idea més clara de los cfcctos sobre la 

distribucién de los flujos de carbono cn el metabolismo provocados por mutaciones 

realizadas con propésitos especificos, tales como aquellas que portan las cepas PBI2y 

PB25. En otras palabras, al implementar esta tecnologia, se podria contar con una 

instantanea del comportamiento microbiano en un estado fisiolégico particular, Por otro 

lado, seria muy importante para nuestro laboratorio contar con un conjunto de herramicntas 

que permitieran orientar el trabajo de mejoramiento genético de un modo mas razonado, 

mediante la caracterizacién de flujos metabdlicos, asi como el reconocimiento de aquellas 

reacciones que son limitantes para dichos flujos en una via metabdlica de interés. 
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En relacién con la posibilidad de emplear a las mutantes PB12 y PB25 como parte de 

sistemas recombinantes de producci6n de proteinas heterdlogas, es de particular interés para 

nuestro laboratorio conocer cl comportamiento cinético de estas cepas en un medio 

complejo, basicamente en relacion con su capacidad de acumulacion de acido acético. Este 

tipo de medios cumple la funcién de suministrar nutrientes para crecimiento celular, 

particularmente aminoacidos y cofactores, con lo cual se satisfaccn las necesidades 

provocadas por la carga metabdlica en sistemas recombinantes cuando cl objetivo es 

producir proteinas de cierta complejidad. Lo anterior llev6 al planteamiento de realizar 

algunos experimentos en fermentador empleando uno de estos medios, con el fin de conocer 

el efecto de fas mutaciones presentes en las cepas PB12 y PB25, sobre su capacidad para 

acumular acido acético. 

Como puede verse, las cepas PB12 y PB25, por la naturaleza de las mutaciones que portan, 

representaron una gran oportunidad para enfocar de un modo novedoso aquellos estudios 

cinéticos y metabdlicos, que son necesarios para conocer a fondo aspectos fisioldgicos de 

cepas de interés industrial. Por lo antcrior, consideramos pertinente y de vital importancia 

para nuestro laboratorio realizar este trabajo de tesis doctoral con ¢} fin de esclarecer las 

posibilidades de la ingenieria de vias metabolicas en {a caracterizacién cinética y metabdlica 

de microorganismos, sin perder de vista las posibilidades de estas cepas como hospederos 

potenciales de vehiculos de expresién usados en la produccion de otros metabolitos 

diferentes de los aminodcidos aroméaticos, asi como de proteinas de interés farmacolégico. 

En este sentido, cobran especial relevancia las preguntas: 

i.Cémo y en qué medida las mutaciones afectan las capacidades de estas dos cepas para 

producir acido acético? 

i Existe un efecto real del fondo genético sobre la acumulacion de Acido acético o es un 

efecto provocado por la disminucién en la 1 en cultivo por lote? 
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i.Cémo afectan las mutaciones la distribucién de flujos de carbono en cl metabolismo central 

de cstas cepas? 

4Cual es la influcncia de la distribucion de flujos de carbono en el metabolismo central sobre 

la produccién de Acido acético? 

Dar respuesta a estas preguntas empleando los conocimicntos det cstado del arte en aspectos 

relacionados con la ingenieria de vias mctabdlicas, es precisamente cl motivo de este trabajo, 

para lo cual se establecieron los siguientes objetivos. 
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3.0 OBJETIVOS 
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OBJETIVO GENERAL 

Estudiar el comportamiento cinético y metabdlico de cepas mutantes afectadas cn el 

metabolismo de fosfoenolpiruvato, en relacién con su capacidad para producir acido acético 

OBJETIVOS ESPECIFICOS 

Evaluar cn cultivo por lote las diferencias en la produccidn de acido acético de las ccpas 

mutantes. 

Estudiar en cultivo continuo la capacidad de produccién de acido acético de las mutantes. 

Determinar los flujos de carbono intracclulares como una manera de cuantificar cl efecto de 

las mutacioncs sobre la distribucién de estos flujos en el metabolismo central. 

Determinar la influencia de la distribucion de flujos de carbono sobre la produccién de acido 

acctico. 

i 

Estudiar el efecto de las mutaciones sobre cinéticas de fermentacién en cultivo por lote 

empleando un medio complejo. 
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4.0 GENERALIDADES 
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4.1 Introduccién 

Un cultivo tipico de Escherichia coli creciendo sin restricciones en presencia de glucosa cn 

un reactor completamente agitado y aircado, tiende invariablemente a acumular acido 

acético (Pan, et al., 1987). Este fendmeno puede darse cn un medio minimo 0 complejo, 

(Meyer et al., 1984), se haya asociado al crecimiento y es particularmente grave cuando éste 

se promueve cn presencia de altas concentraciones de glucosa (Marison & von-Stockar, 

1986). El crecimiento caracteristico de Escherichia coli en un cultivo por lote, muestra 

velocidades bajas de crecimiento en las primeras etapas de la propagacion, las cuales sc 

caracterizan por una nula acumulacién de dcido acético; a continuacién, cuando la velocidad 

de crecimiento rebasa cierto umbral, comienza el proceso de acumulacién de Acido acético. 

Esta acumulaci6n es observada, en general, a partir de la etapa temprana del crecimiento 

exponencial (Gschaedler et al., 1994). 

La acumulacién de acido acético tiene efectos negativos de orden fisioldgico, y cn sistemas 

de fermentacién industrial, de orden ccondmico. El primer caso se presenta en el proceso de 

generacion de energia, el cual esta asociado a la membrana. Se sabe que el Acido acético es 

un agente lipofilico que puede penetrar a través de la membrana celular, bajando el pH 

interno y desacoplando el proceso de movimiento de protones a través de la membrana, 

afectando la produccién de ATP (Luli & Strohl, 1990), Por otro lado, el hecho de que parte 

del carbono de !a glucosa sea transformado cn un subproducto que en el mejor de los casos 

sc vuelve a metabolizar después de que el crecimiento ha cesado, es un problema que incide 

directamente sobre los niveles de rendimiento celular y de producto, en aquellos procesos 

industriales que emplean a Escherichia coli como parte de un sistema recombinante de 

produccién (Lischke et al., 1993; Sun et al., 1993). 

4.2 El metabolismo central en la produccién de Acido acético. 

EI metabolismo oxidativo de Escherichia coli, esta integrado por la via glicolitica, el TCA y 

la cadena de transporte de electrones. Tanto la glicdlisis como el TCA forman parte del 
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metabolismo central y son de naturaleza amfibélica. El transporte de electrones esta 

acoplado al funcionamiento de la via glicolitica mediante reaccioncs de Oxido-reduccidn. Las 

reacciones catabdlicas permiten obtener a partir de la oxidacién de la glucosa, la cnergia 

necesaria en forma de ATP para llevar a cabo las funcioncs celulares. A partir de las 

actividades anabdlicas y suponiendo que cl crecimiento se verifica en un medio minimo, cl 

microorganismo adquiere los elementos necesarios para biosintesis. Si el microorganismo se 

propaga en un medio complejo, la importancia de la glucosa en funciones anabdlicas se 

reduce considerablemente. Por lo tanto, la sintesis de macromoléculas se lleva a cabo a 

partir de los precursores presentes en el medio, empleandose la glucosa unicamente en 

funciones catab6licas (Cronan, et al., 1996; Fraenkel, 1996, Neijssel et al., 1996). Ha sido 

sugerido que una limitada capacidad del metabolismo oxidativo es la causa primaria de la 

acumulacién de acido acético, lo cual en el fondo, se traduce en una limitacion en el 

suministro de energia en forma de ATP (Han et al., 1992; Majewski & Domach, 1990). Lo 

anterior sugiere que a bajas velocidades de crecimiento el metabolismo oxidativo cumple 

adecuadamente con los requerimientos anabélicos y catabélicos, sin embargo, cuando la 

velocidad de crecimiento sobrepasa cicrto valor, con un aumento concomitante en la 

velocidad de consumo de glucosa, se presenta un desbalance entre los requerimientos 

metabdlicos y la capacidad del metabolismo oxidativo para suministrarlos (ibidem), En una 

situacion tal, el desborde del flujo de carbono hacia la via de formacion de Acido acttico 

como la segunda mayor fuente de produccion de ATP a nivel de substrato, se presenta como 

algo inevitable (El Mansi & Holms, 1989), 

Por otro lado, el analisis de diversos estudios publicados al respecto sugiere que la 

acumulacién de Acido acético en condiciones aerdbicas es producto de la interaccién de 

diferentes elementos integrados en el metabolismo central. Uno de estos elementos seria el 

proceso de transporte y fosforilacion de la glucosa, el cual es Ilevado a cabo por PTS como 

un primer paso de la gliclisis. Este mecanismo es extremadamente eficiente y en teoria es 

capaz de concentrar la glucosa hasta 10° veces en contra del gradiente de concentracion 

(Bouvet & Grimont, 1987). Asimismo, la afinidad de este sistema por la glucosa le permite 

desarrollar una actividad de transporte acorde con las necesidades de un crecimiento a altas 
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velocidades (Parr & Saier 1992). Otro clemento seria el nodo del PEP. Su funcion esta 

intimamente ligada al transporte de la glucosa por PTS, y a la transformacion del PEP 

mediante la actividad de las piruvato cinasas. De la actividad de este nodo depende la 

disponibilidad del piruvato (Fraenkel, 1996). El ciclo de los TCA, tal como se ha 

mencionado, podria scr el componente mas importante de este fendmeno, posiblemente 

debido a factores regulatorios 0 a la carencia de una actividad enzimatica suficiente para 

oxidar el piruvato proveniente de la via glicolitica (Majewski & Domach, 1990). Un factor 

dcterminante lo representa la via metabdlica responsable de la sintesis de dcido acético. En 

esta ruta, el piruvato es transformado en acetil CoA por la accién de la piruvato 

deshidrogenasa; a continuacién, la actividad de la fosfotransacetilasa produce acetil fosfato; 

y finalmente el aceti! fosfato junto con ADP, es transformado en acido acético y ATP por la 

accién de la acetato cinasa (ver Figura 1) (Kessler & Knappe, 1996) 

En este escenario, con todos estos elementos interactuando, el desborde metabdlico 

comienzaria en el momento en que Ja concentracién de glucosa es lo suficientemente alta 

para promover un crecimiento celular a altas velocidades. La actividad irrestricta de PTS 

con el consecuente aumento de la disponibilidad del piruvato, provocaria el desborde de la 

capacidad oxidativa del ciclo de los TCA. Es decir, las necesidades anabdlicas y catabolicas 

que demanda el crecimiento, ya no serian satisfechas completamente por el ciclo de los 

TCA. Por ende, el microorganismo reorganizaria el metabolismo para compensar estos 

requerimientos. A partir de este momento, el ciclo de los TCA unicamente cumpliria 

funciones anabdlicas, y parcialmente catabdlicas y el déficit de ATP provocado por la 

incapacidad del ciclo de los TCA, quedaria satisfecho por medio del desvio de una porcion 

de piruvato hacia la segunda via alterna més importante de produccién de ATP, la cual tiene 

también como producto final el Acido acético. 
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4.3 Velocidad especifica de crecimiento y concentracién de substrato en la 

produccion de Acido acético. 

Ha sido ampliamente mostrado que la produccién de acido acético en Escherichia coli es 

una funcién de la velocidad especifica de crecimiento, del tipo de medio empleado, asi como 

de las concentraciones iniciales de la fuente de carbono (Han et al., 1992; Marison & von- 

Stockar, 1986: Meyer ct al., 1984). Se ha determinado que en un medio minimo, las 

concentraciones de glucosa mayores a 0.75 g/L estimulan la acumulacién de acido acético 

(Marison & Stockar, 1986). En un esquema de cultivo continuo, en el cual es posible 

controlar la velocidad especifica de crecimiento, se ha observado que la produccién de Acido 

acético se detecta a partir de una velocidad de 0.35 h", punto al que se le ha dado en Hamar 

umbral de acumulacién (Meyer et al., 1984). Esto es cierto si se trata de un medio minimo, 

sin embargo, si el medio es complejo, el umbral se desplaza hasta velocidades superiores a 

0.6 h'. Desde el punto de vista del metabolismo celular, se puede decir que por debajo del 

umbral de acumulacién, se da un balance adecuado entre las necesidades de crecimiento y la 

capacidad oxidativa del microorganismo (El Mansi & Holms, 1989). 

4.4 Ingenieria de vias metab6licas en la produccién de Acido acético. 

La ingenieria de vias metabolicas es una disciplina de la biotecnologia que agrupa 

conocimientos de ingenieria genética asi como de ingenicria quimica. Ha sido definida como 

la manipulacion v evaluacion integral de los procesos enzimaticos, reguladores v de 

transporte en los microorganismos, empleando técnicas de ingenieria genética v quimica 

con el propésito de mejorar los niveles de productividad y de rendimiento de producto 

(Stephanopoulos & Sinskey, 1993). Durante muchos afios, una de las principales 

preocupaciones de ingcnieros y microbidlogos involucrados en la optimizacién de las 

fermentacioncs industriales ha sido el mejoramiento de las capacidades de desempeiio de los 

microorganismos en los reactores de produccién. En este sentido, el estudio de los 

mecanismos por medio de los cuales los microorganismos regulan y controlan las vias 

biosintéticas es una de las actividades de investigacién y desarrollo que mas interés han 
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despertado. Hasta hace poco, el enfoque tradicional del mejoramiento genético consistia en 

la sobreexpresion individual de actividades enzimaticas y en el mejor de los casos en la 

desregulacion parcial de algunos nodos altamente regulados (Martin et al., 1987). 

Relativmente recientes, los principios y metodologias de la ingenieria de vias metabdlicas 

contemplan a los procesos metabdlicos como redes de flujos de carbono susceptibles de ser 

modificados y evaluados mediante el empleo de técnicas de ingenieria genética y quimica. 

Parte del sustento tedrico de esta metodologia, se apoya en las técnicas derivadas de la 

programacién lineal, la cual es una disciplina emplcada para el andlisis y optimizacién de de 

procesos industriales (Varma & Palsson, 1994). La modificacién de las actividades 

metabdlicas persigue el objetivo de alterar los flujos de carbono y energia hacia un objctive 

particular, como podrian ser el incremento de la velocidad de formacién de producto, o la 

reduccién o eliminacion de un subproducto celular no deseado. Las 3 etapas basicas que se 

contemplan para alcanzar tal objetivo son: 

(a) Identificacién experimental o tedrica de los nodos criticos en una red metabdlica que 

tendrian un impacto directo en la formacién del producto final. 

(b) Determinacién del tipo exacto de modificacién enzimatica (es decir, amplificacion, 

inhibicion, desregulacién o alguna combinacién de estos aspectos) necesaria para alcanzar cl 

resultado con un minimo de iteraciones de ensayo y error. 

(c) Evaluacién del efecto de la modificacién sobre 1a distribucién del carbono en las vias 

metabolicas, empleando la metodologia de balances de flujo de carbono. 

Como parte sustantiva de la ingenieria de vias metabolicas, los balances de flujo de carbono 

han mostrado ser de gran utilidad para predecir y evaluar los efectos de modificaciones en 

las vias del metabolismo celular (Stephanopoulos, 1994; Stephanopoulos & Vallino, 1991, 

Varma & Palsson, 1994). Este concepto centra su atencién en la representacion del 

metabolismo en forma de una red de flujos de carbono, a partir de la cual se derivan sistemas 

de ecuaciones lineales que representan cada una de las reacciones que intervienen en cl 
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metabolismo cclular. La solucién a este sistema de ecuaciones es una funcién de la 

estequiometria del sistema y puede evaluarse mediante el empleo de métodos estadisticos 

(minimos cuadrados) o de programacién lineal. Una ventaja muy importante asociada a la 

prediccién y evaluacién de los flujos de carbono metabélicos mediante balances 

estequiométricos, es que su calculo es independiente de la cinética de las reacciones 

involucradas en las vias metabdlicas (ibidem). 

Los principios y metodologias de la ingenicria de vias metabélicas han sido aplicados al 

estudio de la produccion de Acido acético, considerandolo como un producto no deseado de 

la actividad microbiana. Uno de los primeros trabajos publicados al respecto consistio 

simplemente en la interrupcién de los genes pia y ack, los cuales codifican para la sintesis de 

las enzimas fosfotransacetilasa y acetato cinasa respectivamente, responsables de la actividad 

en la via de produccién de acido acético (Diaz-Ricci et al. 1991). Las mutaciones mostraron 

un efecto negativo sobre el metabolismo de Escherichia coli, tanto en condiciones aerdbicas 

como anaerdbicas. No obstante que se redujo significativamente 1a acumulacion de acido 

acético, el desborde metabolico no pudo ser evitado, ya que también se observ6 un 

incremento significativo en la acumulacién de dcido lactico y en la secrecion de acido 

pirivico. Una alternativa que se planted en este mismo trabajo, para reencauzar el flujo de 

carbono y evitar el desborde, fue la expresién del operon per, el cual contiene los genes para 

la expresién de la piruvato descarboxilasa y la alcohol deshidrogenasa, responsables de la 

produccién de etanol en cepas de Zvmomonas mobilis (Ingram & Conway, 1988). Asi, 

mediante este operén se permitié la reasimilacién del Acido pirivico durante la fermentacién, 

para ser canalizado a la produccién de etanol. Una discusién exhaustiva de los resultados 

obtenidos en este trabajo, permitio entrever que el desborde metabdlico hacia la produccion 

de acido acético, no es un problema tan trivial como el hecho de interrumpir cl flujo de 

carbono hacia la via que promueve su acumulaci6n. En un trabajo posterior realizado por 

este grupo, ademas de las mutaciones en pia y ack, se planted como solucion 

complementaria la reorientacién del flujo de carbono hacia la biosintesis de glucégeno, el 

cual es un material no toxico y osméticamente inactivo (Dedhia et al. 1994). Esto fue 

logrado sobreexpresando los genes gigA y gigC, responsables de la biosintesis de 
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glucégeno, o mediante una mutante g/gQ, siendo este ultimo gene responsable de la 

regulacién de la biosintesis de este compuesto. En este caso se observé una reduccién 

significativa de la acumulacion de dcido acético, sin embargo, persistio la excrecién de acido 

pinivico, si bien, éste fue rapidamente metabolizado durante la etapa de biosintesis de 

glucégeno. Otro enfoque reportado en la literatura para reducir la acumulacion de acido 

acético, propuso la modificacién del metabolismo central de Escherichia coli por medio de 

la expresién del gene a/sS de Bacillus subtilis el cual codifica para la sintesis de la enzima 

acetolactato sintasa (Aristodou et al., 1994). Esta tiene como producto la acetoina, 

compuesto no acido que es considerablemente menos tdxico que el Acido acético. En este 

trabajo se mostré que el flujo de carbono en el metabolismo central se modificd 

drasticamente, disminuyendo sustancialmente la concentracién de acido acético con un 

concomitante aumento en la concentraci6n de acetoina. Como consecuencia de la reduccién 

de los efectos toxicos asociados a la presencia de Acido acético, en un trabajo posterior este 

grupo obtuvo un aumento de hasta 60% en la actividad especifica de una proteina 

recombinante modelo, y hasta un 30% en la densidad celular final (Aristidou et al. 1995), Un 

problema que vale a pena considerar al implementar la estrategia de reorientar el flujo de 

carbono hacia la acumulacién de compuestos menos tdxicos, tales como glucdgeno o 

acetoina, es el compromiso de invertir una porcién de la fuente de carbono en un producto 

adicional, que si bien no tiene ningun efecto inhibitorio sobre el crecimiento, si lo tiene sobre 

los rendimientos celulares o de producto. En estos dos reportes, los experimentos fueron 

realizados en un medio complejo, por lo cual no hubo efecto sobre los valores de 

rendimiento, sin embargo, es probable que en un medio minimo el impacto negativo sobre el 

rendimiento celular o de producto sea considerable. Esta consideracion seria especialmente 

critica en procesos de produccién de metabolitos en los cuales los valores de rendimiento de 

producto estan marcadamente sujetos a la transformacion eficiente del carbono de la 

glucosa. Otros intentos reportados en la literatura, estan relacionados con una labor de 

andlisis de los flujos intracelulares mediante balances estequiométricos, tanto con fines de 

prediccién, como de evaluacién de los efectos de modificaciones genéticas. Los resultados 

tedricos obtenidos por Delgado & Liao (1997), indicaron que la excrecién de acido acético 

puede ser minimizada de la siguiente manera: 
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(a) Reduciendo el flujo de carbono en la via glicolitica. 

(b) Incrementando el flujo hacia ia via de las pentosas 

(c) Incrementando el flujo hacia el ciclo de los TCA (aumento de capacidad oxidativa) 

(d) Reduciendo el flujo en la via del Acido acético. 

(e) Disminuyendo el recambio de ATP. 

(f) Incrementando el flujo de carbono en las vias anaplerdticas. 

El primer caso fue documentado en un trabajo anterior desarrollado por Chou et al, (1994), 

Inicialmente este grupo obtuvo una cepa modificada de Escherichia coli que portaba una 

mutacion pisG, gene que codifica para la sintesis de la enzima II de PTS. Mediante este 

enfoque, se logré reducir significativamente la produccién de acido acético. Sin embargo, en 

un medio minimo, se observé un cfecto negativo sobre la p1, aunque el efecto fue nulo en un 

medio complejo. A su vez, como consecuencia de esta reducci6n del flujo de carbono cn la 

via glicolitica con la subsecuente reduccion en la acumulacion de acido acético, se observ 

un aumento de mas de 50% tanto en la productividad de proteina recombinante, como en la 

densidad celular. El aumento del flujo de carbono hacia la via de las pentosas como una 

posible solucién al problema de la acumulacion de Acido acético, hasta ahora no ha sido 

debidamente documentado. Sin embargo, estudios respirométricos tlevados a cabo por 

Ponce et al. (1998) mostraron que la interrupcién de los genes pykA y pykF, los cuales 

codifican para la sintesis de las dos piruvato cinasas, tuvo como efecto un incremento del 

flujo de carbono hacia la via de las pentosas, con la consecuente reduccion en la 

acumulacién de acido acético. Sin embargo, debido a una disminucidén en los valores de 1, 

en este caso no fue posible discemir si la disminucién de la acumulacién de acido acético fuc 

debida al fondo genético. El incremento en el flujo de carbono en el ciclo de los TCA, 

también ha sido mostrado en los experimentos realizados por Han et al, (1991). En este caso 

los resultados indicaron que la adicién de metionina contribuyé a reducir la acumulacion de 
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Acido acético, debido a un aumento de la capacidad oxidativa del ciclo de los TCA. No 

obstante, el mecanismo de este fendmeno no se conoce. Como se discutié lineas arriba, la 

interrupcién de la via responsable de la acumulacion de Acido acético incrementd 

considerablemente ta excrecién de acido pirivico, aunque fue posible disminuir la 

acumulacion de acido acético (Diaz-Ricci et al. 1991). Por otro lado, la manipulacion de los 

flujos involucrados en el recambio de ATP seria un proceso complejo desde cl punto de 

vista de la identificacién del paso o los pasos criticos, ya que en el calculo de un balance de 

flujos tipico, este recambio es una variable agrupada que incluye todas aquellas reacciones 

de hidrolisis de ATP en el metabolismo que no son especificadas en el balance. Por lo tanto, 

el trabajo de identificacion de la reaccion o reacciones de transformacion de ATP, que tienen 

influencia sobre la produccién de acido acético, asi como su manipulacion y evaluacion 

serian un problema dificil de manejar, sobre todo desde el punto de vista de la ingenieria 

genética. En el caso que implica la manipulacién de los genes que codifican para la sintesis 

de las enzimas correspondientes a las vias anaplerdticas, se han encontrado resultados 

interesantes. Por medio de balances de flujos, Farmer & Liao (1997) plantearon un modelo 

para predecir el comportamiento del flujo de carbono hacia la via de produccion de acido 

acético, variando los flujos de carbono en las vias anapleraticas. Este andlisis teérico mostré 

que aumentando el flujo de carbono hacia estas vias, podia reducir considerablemente la 

acumulacién de acido acético. Lo anterior quedé de manifiesto en experimentos de 

laboratorio posteriores, en los cuales mediante la sobreexpresion de la enzima 

fosfoenolpiruvato carboxilasa y/o la desregulacién de la via del glioxilato por medio de una 

mutacin en fadR, gene involucrado en la regulacin de la expresion de la via del glioxilato, 

se logro reducir hasta en un 70% la acumulacién de acido acético. 

Como puede verse, ef empleo de las herramientas agrupadas en el concepto ingenieria de 

vias metabdlicas para reducir ef proceso de acumulacion de acido acético en cepas de 

Escherichia coli ha evolucionado notablemente. En un inicio se partid de enfoques 

tradicionales de biologia molecular, sin embargo, con el tiempo se llegé a un proceso mas 

razonado que en algunos casos implica la identificacién tedrica de los pasos limitantes en el 
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metabolismo, la modificacién de los genes responsables de éstos, y el célculo de los flujos de 

carbono intracelulares para conocer tos efectos de la modificacion. 

4.5 Las mutantes PTS’ y pykApykF y su relacién con la produccién de acido 

acético. 

Como se mencion6 lineas arriba, las mutantes PB12 y PB25, son cepas que fueron creadas 

ex profeso con la intencién de mejorar los niveles de rendimiento y productividad de 

aminoacidos aromaticos. En el caso de la cepa PB12, se inactivaron los genes pfsH, ptsl y 

crr del sistema fosfotransferasa, los cuales estan implicados en el transporte y fosforilacion 

de la glucosa (Flores et al. 1996). Como se sabe, este proceso involucra la participacion del 

PEP como intermediario donador del grupo fosfato, en una secuencia de reacciones de 

fosforilacion y desfosforilacién, mismas que se muestran en la Figura 2. Es interesante hacer 

notar que la actividad del sistema PTS se encuentra vinculado a los procesos de regulacion 

por inclusion del inductor y de sintesis de cAMP en el que la molécula reguladora central es 

la componente HAGiec de la enzima II (El). El primer proceso le da preferencia a un 

substrato o a alguno de sus derivados, inhibiendo la actividad del sistema de transporte de 

otro substrato no preferido. En el segundo caso, la regulacién de los niveles de cAMP 

permite el control de la expresién de la sintesis de enzimas de muchos genes catabdlicos. La 

actividad del sistema PT puede Ilegar a consumir mas del 60% del PEP que se genera al final 

de la via glicolitica (Holms, 1986). De este modo, al quedar inactivado PTS se esperaria 

aumentar la disponibilidad de PEP para la sintesis de aminodcidos aromaticos (Valle et al., 

1996). Una vez que estas cepas fueron construidas, se realizaron experimentos de 

enriquecimiento y seleccién de mutantes espontaneas en cultivos por lote y continuo capaces 

de crecer empleando como tnica fuente de carbono a la glucosa (Flores et al., 1996). Los 

experimentos que se realizaron para seleccionar estas mutantes, consisticron en iniciar un 

cultivo por lote la mutante PTS, el cual, despues de observar crecimiento, fue llevado a la 

fase estacionaria, a partir de la cual se comenzé la alimentacién de medio para establecer un 

régimen continuo. Posteriormente se programaron aumentos sucesivos de velocidad de 

dilucion con el fin de lavar del biorreactor aquellas mutantes que observaran velocidades 
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Figura 2. Representacién del modelo para la fosforilacién de la glucosa mediada por el 
sistema fosfotransferasa (PTS) y su vinculacion con los procesos de regulacion por 

exclusién del inductor y de sintesis de cAMP. EI: Enzima I; HPr: Protcina H; A, B y C: 

Dominios respectivos de la Enzima II (anteriormente llamada EHI); 8, y S: Substratos 
alternos no preferidos. 
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bajas de crecimiento, permaneciendo solo aqueilas mutantes capaces de crecer ala 

velocidad de dilucién ansayada. De este modo fue aislada la mutante PB13, la cual emplea el 

sistema de transporte GalP para transportar a la glucosa al interior de la célula, con la 

consiguiente fosforilacién por medio de la glucocinasa con un gasto concomitante de ATP. 

Por otro lado, también con el objeto de aumentar la disponibilidad de PEP se creo una 

mutante con interrupciones, mediante marcadores de resistencia a antibidticos, en las 

isoenzimas piruvato cinasa, encargadas de transformar el PEP en piruvato (Ponce ct al., 

1995). Desde hace tiempo, se sabe que el piruvato generado por PTS, es suficiente para 

satisfacer las necesidades para biosintesis que se dan en el ciclo de los TCA. En Escherichia 

coli silvestre existen dos piruvato cinasas con diferencias en cuanto a la actividad desplegada 

por cada una de ellas. Tal como lo mostraron Ponce et al. (1995), la piruvato cinasa F es la 

que mayor actividad present comparada con su isoenzima, la piruvato cinasa A. Es 

interesante mencionar que las mediciones de la actividad de las piruvato cinasas en fondos 

genéticos silvestres y PTS, mostraron una disminucién de aproximadamente 40% en la 

actividad de la piruvato cinasa F, en relacion a la observada por cepa JM101. En contraste, 

la actividad de la piruvato cinasa A aumenté comparativamente un 30%. Sin embargo, en 

este ultimo caso el aumento no fue suficiente para compensar la pérdida en la otra enzima, 

ya que la actividad de la piruvato cinasa A en un fondo PTS es de 1/7 del observado por la 

F, y 1/15, en un fondo silvestre. Un dato de interés adicional, es que no obstante que las 

mutantes pvkApvkF podrian favorecer la acumulacion de aminodcidos aromaticos, se ha 

observado que su velocidad especifica de crecimiento es significativamente menor a la 

observada por la cepa progenitora. 

Algunas de las ideas vinculadas a la produccién de acido acético con estas mutantes, 

partieron de reflexiones relacionadas con la modificacién de la distribucién de los flujos de 

carbono en el metabolismo central, provocados por la probable disminucion de la 

disponibilidad de piruvato, asi como de probables efectos reguladores en el metabolismo. 

Efectos que se esperarian dada la naturaleza de las mutaciones, En condiciones normales, la 

produccion de piravato para satisfacer necesidades catabolicas y anabolicas, es consecuencia 

de las actividades del sistema PT y las isoenzimas piruvato cinasa. En un primer 
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planteamiento, se pensd que estas mutaciones permitirian reducir el flujo de carbono hacia la 

via de produccién de dcido acético. Por otro lado, también se considero la influencia de 

mecanismos reguladores en los cuales esta implicado el PEP. Se conoce que el principal 

punto de regulacion del flujo de carbono en la via glicolitica se haya asociado a la actividad 

de la fosfofructocinasa, enzima alostérica cuyo efector negativo es cl PEP. De este modo, sce 

esperaria que el flujo de carbono en la via glicolitica disminuyera al aumentar la 

disponibilidad de PEP en las mutantes PB12 y PB25, con el consiguiente efecto reductor cn 

la acumulacién de acido acético. Como puede verse, en cualquier de los dos planteamientos, 

la légica radica en el hecho de poder reducir los flujos de carbono en la via glicolitica, como 

una manera de reducir el flujo de carbono en forma de piruvato hacia la via que tiene como 

producto final el Acido acético. 
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5.0 MATERIALES Y METODOS 
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5.1 Microorganismos. 

Las mutantes empleadas en este trabajo fueron construidas en nuestro laboratorio a partir de 

la cepa de Escherichia coli JM101 supE thi AVacproAB)(F’ traD36 proAB lacI‘ZAM15). 

La cepa PB12 es una mutante con la siguiente caracteristica A(ptsH-l-crr)::kan Glc’ (Flores 

et al. 1996): y la cepa PB25 posee a su vez la siguiente caracteristica pykA::kan pvkF::cam 

(Ponce et al. 1995), 

5.2 Medios e inéculo. 

En los experimentos realizados en cultivo por lote se emplearon medios minimos y 

complejos. El medio minimo fue el M9 suptementado con glucosa a razon de 2 g/L. El 

medio complejo se preparo a partir de un medio minimo M9 suplementado con glucosa, al 

cual se le adicioné extracto de levadura a razon de 5 g/L. Los indculos fueron preparados 

en medio Luria (Sambrock et al. 1989). Los cultivos iniciadores fueron preparados 

inoculando una asada, proveniente de un stock de células congeladas mantenido en glicerol 

al 10% a—70°C, en un tubo conteniendo 3 mL de LB e incubado durante la noche en una 

incubadora orbital G25 shaker (New Brunswick Inc. New Brunswick N.J.), a 37°C y 300 

rev/min. Un mL de este cultivo fue centrifugado, y lavado dos veces con solucién 10 mM 

de NaCl, transferido a un matraz de 500 mL con 50 mL de medio M9, y posteriormente 

incubado durante 12 h a 37°C y 300 rev/min. Finalmente, una porcidn de este cultivo fue 

inoculado al fermentador para alcanzar en el seno del mismo, valores de D,O. de entre 0.05 

y 0.1, medidos a una longitud de onda de 600 nm. 

5.3 Experimentos en fermentador. 

Los experimentos en cultivo por lote y continuo, fueron realizados en un fermentador de 2 

L con volimenes de operacion de 1.2 y 0.78 L respectivamente. Los datos obtenidos en los 

experimentos en cultivo por lote, se reportan como corridas representativas, las cuales 

fueron siempre comparadas, con fines de precisién, con al menos un conjunto de datos 

duplicados. Los experimentos en cultivo continuo, fueron iniciados a partir de cultivos por 
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lote cuando estos se hallaban en la fase exponencial. En las diferentes velocidades de 

dilucion probadas, e! estado estacionario se alcanzé después de transcurridos al menos seis 

tiempos de residencia. Se emplearon lecturas constante de qo. Ico.» Oxigeno disuelto, y 

densidad éptica para medir la estabilidad de los cultivos, Una vez que se hubo alcanzado el 

estado estacionario en cada uno de los cultivos, se tomaron 5 muestras en intervalos de 3 a 

4h cada una, para determinar las concentraciones de glucosa residual, biomasa, glucogeno 

y acidos organicos (ver mas abajo). Las condiciones de fermentacion en ambos esquemas 

de cultivo fueron las siguientes: Temperatura, 37°C (+ 0.003%): pH, 7 (+0.007%). 

suministro de aire, | VVM. El pH fue controlado por medio de la adicion automatica de 

NH,OH 1 N. Los anilisis de oxigeno y didxido de carbono a la salida del fermentador 

fueron realizados en linea por medio de un espectrémetro de masas Perkin Elmer modclo 

MGA-1200 (Perkin-Elmer, Pomona, Calif.) 

5.4 Métodos analitices 

Durante los experimentos realizado en cultivo por lote, la biomasa fue calculada a partir de 

mediciones de densidad dptica usando una curva de calibracién (1 Unidad de A,,, = 0.36 

g/L. En los experimentos realizados en cultivo continuo, el peso seco fue determinado 

centrifugando alicuotas de 10 mL durante 10 min en una centrifuga Eppendorf 

(Brinkmann, Inc. Westbury, N.Y.). Los paquetes celulares fueron resuspendidos en 10 mL 

de una solucion 10 mM y centrifugados nuevamente. Las muestras fueron llevadas 

posteriormente un homo de vacio y secadas durante 24 h a una temperatura de 90C, La 

glucosa residual presente en el medio de cultivo, fue determinada usando un analizador 

enzimatico Ektachem DT60 II (Kodak, Rochester, N.Y.), El glucégeno fue determinado de 

acuerdo con la técnica reportada por Forberg et al. (1988). Los acidos organicos fueron 

cuantificados por medio de HPLC (Waters, Millipore Corp. Milford, Mass.) usando una 

columna Aminex HPX-87H de 300x7.8 mm (Bio-Rad, Hercules, Calif.) a una temperatura 

de 60°C, como eluyente H,SO, 5 mM a una velocidad de flujo de 0.5 mi/min., y empleando 

a su vez un detector IR 410 (Waters, Millipore Corp. Milford, Mass.) 
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5.5 CAlculo de flujos metabdlicos. 

En la ingenieria de vias metabdlicas es de especial relevancia el calculo de los flujos 

metabélicos intracelulares mediante balances estequiométricos. El balance se aplica en 

sistemas 0 redes metabolicas de estequiometria conocida y se realiza a partir de los flujos 

acumulativos obtenidos experimentalmente, tales como las velocidades de consumo de 

glucosa y oxigeno, asi como las velocidades de produccién de biomasa, CO2 y acidos 

organicos. El resultado de este proceso, es una representacion de la distribucion de los flujos 

de carbono en el metabolismo en un estado fisiolégico particular. Una de las ventajas 

fundamentales de esta metodologia, es que al basarse el calculo en un balance 

estequiométrico, no se requiere informacién de las cinéticas de reaccién que se dan en cada 

uno de Jos pasos que conforman una red metabdlica. Una ventaja adicional, es la posibilidad 

de suponer a estas redes como sistemas en estado psuedoestacionario. Esta suposicion es 

valida si se considera que los metabolitos intracelulares nos se acumulan. 

5.5.1 Formulacién matematica. La velocidad de acumulacién de un metabolito en una 

red metabdlica, esté dada por la suma de todas las reacciones que lo producen menos la 

suma de todas las reacciones que lo consumen: 

T= Z oyxdt) — z Ouaxa(t) (1) 
4 

donde: x,(t) es la velocidad o flujo a través de la reaccién j, ayes un cocficiente 

estequiométrico y ri(t) es la velocidad de acumulacién del metabolito i, El sistema de 

ecuaciones que resulta de este balance, construido para cada metabolito en la red de 

bioreacciones metabdlicas, puede representarse en notacién matricial como sigue: 

Ax(t) = r(t) (2) 

En donde A es una matriz m x n de coeficientes estequimétricos, x(t) es cl vector de fiujos 

n-dimensional y r(t) es el vector de acumulacién de metabolitos m-dimensional, La solucion 
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por minimos cuadrados a esta ecuacion de red de biorreacciones (2), siempre y cuando m > 

ny A sea de rango completo, estd dada por: 

x(t) = (AP BT Ay! ATH" r(t) GB) 

en donde ¥ es una matriz de covarianzas de ruido de las mediciones asociadas con r, y los 

superindices denotan cantidades medidas y estimadas, respecivamente. 

Los elementos de r(t) estan divididos en los subvectores re(t) y ri(t), los cuales 

corresponden a los metabolitos extracelulares ¢ intracelulares respectivamente. Los 

elementos del vector re(t), se obtienen a partir de la pendiente calculada entre dos puntos 

consecutivos de los datos de concentracién en una cinética en cultivo por lote, o 

directamente de las mediciones tomadas en el estado estacionario en un cultivo continuo. 

Considerando la suposicién de un estado psudoestacionario para los metabolitos 

intracelulares, los elementos del vector ri(t) se ajustan a 0. 

5.5.2 Programa BIONET. Este es un programa que fue desarrollado para facilitar la 

construccion y el andlisis de redes de biorreacciones metabdlicas, y para estimar las 

distribuciones de flujos en dichas redes a partir de mediciones experimentales. 

El programa consiste de cuatro ments principales, los cuales tipicamente se ejecutan de una 

manera secuencial. 

Ment 1. Muestra el estatus de las variables del sistema, y permite al usuario cambiar de 

drives o directorios. 

Meni 2. En esta opcién se construye la ecuacion de la red de biorreacciones (BRNE). 

Esto se puede hacer manualmente o a partir de los archivos bioquimicos definidos por el 

usuario. 
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Ment 3. Esta opcién se usa para analizar posibles problemas de singularidad o 

sensibilidad en la BRNE, asi como para construir la matriz cmpleada en los analisis 

posteriores de consistencia. 

Meni 4. Este ment permite al usuario la construccién del vector de mediciones, checar la 

consistencia de las mediciones y para estimar los flujos metabdlicos de la BRNE. 

§.5.3 Implementacién del programa, No obstante que en los parrafos siguientes se 

describe en esencia como se debe operar el programa, esta descripcién dista de ser 

completa, por lo que para mayores detalles se debe acudir la manual del usuario. En dicho 

manual se describen algunos fundamentos, asi como los detalles finos asociados a la 

operacién. Lo que aqui se expone y el manual del usuario, son hasta cierto punto 

complementarios. 

Para el analisis de los flujos en la BRNE, basicamente se ejecutan dos secuencias de 

iteracién principales (ver Figura 3). 

|.- La primera consiste en la construccién y andlisis de la BRNE, de tal manera que Ja matriz 

final sea no singular y este bien posicionada. Esto se lleva a cabo por medio de los Menus 

1 a3. En este momento aun no se alimentan al programa las mediciones. 

2.- En la segunda se construye y checa la consistencia del vector inicial de mediciones. Una 

vez que se tiene un vector consistente, se estiman los flujos a partir de un nuevo vector de 

mediciones actualizado, el cual es producto del vector inicial. El proceso se repite para cada 

vector de mediciones. La ejecucién de esta segunda secuencia recae predominantemente en 

las opciones del Ment 4, 

5.5.4 Construccion de la red de biorreacciones (BRNE). Una vez que se construycn los 

archivos bioquimicos (.BIO) y de metabolitos (.CMP), se inicializa el programa. 
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La opcién 1 del Meni 2, se emplea para construir la matriz bioquimica A y la matriz de 

restricciones C y b, estas dos ultimas, sean o no usadas. La opcion 4 del Ment 2, se usa 

para guardar el sistema en un archivo .ACB, nombrado por et usuario. 

Las opciones dentro del Ment 3, se usan para examinar la matriz bioquimica, A. La opcion 

2 de este meni se usa para analisis de singularidad de la matriz. Si A es singular, se puede, si 

asi se desea, examinar la matriz U después de que esta fue guardada en un archivo .UP; en 

esta se identifican los grupos singulares que confieren la singularidad de A. Si se obtiene una 

matriz singular, se deben editar los archivos .BIO y .CMP, ya sea borrando o agrupando las 

reacciones planteadas, con el fin de remover las singularidades en A. Para esto se debe salir 

del programa. Este proceso se repite cuantas veces sea necesario hasta obtener una BRNE 

no singular, Una vez que esto se alcanza, se usa la opcién 3 para calcular el nimero de 

condicién de A. Si el numero de condicién es inaceptable (alrededor de 1000 0 mas), 

entonces los archivos bioquimicos deben ser modificados nuevamente hasta obtener un 

numero de condicién aceptable (aproximadamente 100 o menos). La rutina de sensibilidad 

detallada (opcién 4), también puede ser usada para identificar aquellas mediciones que 

pueden introducir problemas de sensibilidad. Finalmente, una vez que los archivos 

bioquimicos han sido modificados, de tal manera que ahora se tiene una matriz A no singular 

y bien posicionada, se emplea la rutina de singularidad (opcién 2) para construir la matriz de 

redundancia Z, a partir de la cual se Esta matriz se guarda en un archivo .Z con la opcién 6, 

Con esto queda concluido en la primera secuencia de iteraciones. 

5.5.5 Estimaci6n de flujos. Una vez que ha sido construida una matriz bioquimica a partir 

de los archivos .BIO y .CMP, y esta ha resultado no singular y bien posicionada, se estiman 

los flujos metabdlicos a partir de las mediciones. Como primer paso, a partir de los datos 

experimentales puntuales o intervalos de tiempo especificos, se calculan las velocidades 

especificas de acumulacién de metabolitos, asi como sus desviaciones estdndar asociadas. 

Una vez realizado esto, se inicia nuevamente el programa. Como se mencion6d anteriormente 

el Ment | se usa para asignar directorios. La opcién 5 del Ment 2 y la 5 del Mend 3 se usan 

para cargar los archivos .ACB y el de redundancia .Z, los cuales fueron previamente 
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guardados cn la primera secuencia de itcraciones. Las opciones 2-5 del Ment 4 se usan para 

alimentar los datos de velocidades especificas y la opcién 6 para guardar dichos datos 

(vector r). Una vez hecho esto, sc invoca la rutina de redundancia. En la opcidn 3 del] Menu 

4.8 se alimentan los datos correspondientes a las desviaciones estandar de las mediciones 

(normalmente, solo se conocen las desviaciones cstandar de los metabolitos que fucron 

medidos experimentalmente, en consecuencia, al resto de las mediciones usualmente se les 

asigna una desviacién estandar pequefia pero aceptable). La opcidn 6 del Mend 4.8 es 

empleada para reducir las mediciones, de tal manera que solo aquellos metabolitos que 

fueron medidos quedan activos. A continuacién de esta reduccidn, la opcién 4 se emplea 

para iniciar el andlisis automatico de error. Si el conjunto de mediciones pasa el analisis de 

consistencia (sin eliminaciones), entonces la opcién 8 se emplea para salir de la rutina de 

redundancia y actualizar el vector de mediciones. Si el conjunto de mediciones es 

inconsistente, pero la inconsistencia puede ser removida climinando una medicion, entonces 

la medicion se elimina (0 su desviacién estandar aumentada) y a continuacién se sale de la 

rutina por medio de la opcién 8, tal y como se mencioné arriba. Si el conjunto de mediciones 

es inconsistente, y la inconsistencia no puede ser removida eliminando una medicion, 

entonces todo el conjunto de mediciones es guardado nuevamente via la opcidn 6 y Ja rutina 

automatica de andlisis de consistencia empezada otra vez. Si la inconsistencia puede ahora 

ser removida climinando una medicién previamente removida, entonces la opcidn 8 se 

emplea una vez mas para actualizar el vector de mediciones. Finalmente, si la inconsistencia 

no puede ser removida legitimamente, entonces el empleo del vector de mediciones, queda 

cuestionado. Si durante las rutinas surgen inconsistencias que no pueden ser identificadas, 

entonces existe una probabilidad muy alta de que las ecuaciones bioquimicas puedan ser 

erroneas 0 existe algin metabolito acumulandose que no se esta considerando en cl conjunto 

de mediciones. Cabe hacer notar que el hecho de climinar una medicion, es una medida mas 

bien drastica. En consecuencia, una alternativa seria el incrementar la desviacién estandar de 

la mediciones cuestionables a un nivel aceptable antes de invocar la eliminacion de una 

medicién. Como puede notarse, para el uso de la rutina de redundancia se requicre cicrta 

experiencia; sin embargo, una vez que ha logrado dominarse, esta técnica es muy poderosa 

para identificar mediciones cuestionables y eliminarlas con fundamento. 
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Una vez que es obtenido el vector de mediciones actualizado en la rutina de redundancia, las 

opciones 9-13 del menti 4 se emplean para calcular los flujos y guardar los resultados. Los 

flujos estimados pueden ser examinados saliendo del BIONET al DOS. El proceso que se 

describio lineas arriba, se repita para cada vector de mediciones, r. 

5.5.6 Miscelénea. En algunas ocasiones se presenta la necesidad de estimar los flujos de 

un conjunto de mediciones incompleto. Por ejemplo, el oxigeno y el CO2, pudieron no 

haberse medido en alguna corrida en particular. Por lo tanto, aquellas mediciones que no 

fueron realizadas, se remueven del balance en el archivo .CMP, anteponiendo el caracter “!” 

en la columna uno del registro que corresponde al metabolito no medido. El nimero de 

metabolitos que pueden ser eliminados del archivo .CMP esta dado por m-n. Una vez que se 

ha modificado el archivo .CMP, el sistema de ecuaciones debe ser rechecado para identificar 

problemas de singularidad y sensibilidad, tal y como se describio lineas arriba, ya que el 

eliminar mediciones, puede introducir singularidades aun si m>n. Este procedimiento de 

eliminacion, también puede ser usado para calcular distribuciones de flujo tedricas, Visto de 

manera simple, los metabolitos se eliminan del archivo .CMP hasta que la matriz bioquimica, 

A, sea cuadrada (m=n). En este punto, a las mediciones remanentes se les asignan valores 

arbitrarios, de tal modo que no surjan inconsistencias (desde luego, A debe ser no singular). 

Por lo tanto, se pueden examinar distribuciones de flujos tedricas para cualquier vector de 

mediciones definido arbitrariamente. 

5.6 Estrategia experimental. 

En la Figura 4, se presenta la estrategia experimental que se planted alcanzar los objetivos 

de este trabajo. 

1.- Experimentos en cultivo por lote en medio minimo. Se generd informacién a partir de 

experimentos en cultivo por lote realizados con la cepa progenitora (JM101) y con las dos 

mutantes (PB12 y PB25) en un medio minimo, empleando como unica fuente de carbono a 
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la glucosa. Se obtuvieron diferentes parametros de fermentacién, tales como H, Vy. ¥ 
XS? HAc/X? 

qs y Thtact 

2.- Experimentos en cultivo continuo en medio minimo. Este conjunto de datos se generé 

en experimentos en régimen continuo en un medio minimo empleando como unica fuente 

de carbono a la glucosa. En este caso ademas de los parametros cinéticos tales como Y,,.. 

Y uae» Is» Tor ¥ Icon 8& Fecopilaron velocidades acumulativas de metabolitos extracelulares 

con el fin de alimentar el programa BIONET para el calculo de flujos de carbono 

intracelulares. 

3.- Calculo de flujos de carbono. El conjunto de datos correspondiente al calculo de la 

distribucién de flujos se obtuvo empleando el programa BIONET, el cual se describe 

brevemente en esta seccién. En este caso se obtuvieron datos de distribucién de flujos de 

carbono en el metabolismo central. 

4. Experimentos en cultivo por lote en medio complejo. Los datos correspondientes a estos 

experimentos se generaron a partir de cultivos por lote realizados en un medio complejo, 

compuesto de glucosa como fuente de carbono y extracto de levadura como fuente de 

aminoacidos y cofactores. Se obtuvieron diferentes parametros de fermentacién, tales como 

Lt. Yous: Ynacn Is ¥ Ina: BO este caso se evalué en términos cinéticos, la pertinencia de 

emplear estas cepas como hospederos en sistemas recombinantes. 
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6.0 RESULTADOS 
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Durante el desarrollo de este trabajo, se llevaron a cabo distintos experimentos con el fin de 

esclarecer la naturaleza cinética y metabolica de las mutantes PB12 y PB25, 

particularmente en relacién con su capacidad para acumular dcido acético. No obstante que 

los experimentos en cultivo por lote en medio minimo y complejo no fueron secuenciales, 

en un primer subcapitulo se describen juntos, en vista de que forman parte de un mismo 

esquema de cultivo, En otro subcapitulo se describen los experimentos que se realizaron cn 

cultivo continuo empleando un medio minimo. En un subcapitulo posterior se describe el 

analisis de los flujos de carbono intracelulares con datos experimentales obtenidos en 

cultivo continuo. 

61 Experimentos en cultivo por lote. Medios minimo y complejo. 

Con el fin de evaluar y comparar los parametros de crecimiento de la cepa JMI01 y de las 

dos mutantes PB12 y PB25 afectadas en el metabolismo de PEP, se realizaron 

experimentos en cultivo por lote en medios minimo y complejo. En la Figura 5 y 6 se 

presentan los perfiles de crecimiento, consumo de glucosa, asi como los niveles de 

acumulacién de acido acético observados por los cultivos. Como puede verse, en medio 

minimo las tres cepas exhibieron diferentes velocidades de crecimiento; adicionalmente la 

cepa PB25 alcanzo un nivel de concentracion de biomasa ligeramente mas bajo al mostrado 

por otras cepas JMI01 y PB12. Por otro lado, en un medio complejo las concentraciones 

finales de biomasa fueron similares para las tres cepas (ver Figura 6). Es interesante hacer 

notar en este caso, que las cepas PB12 y PB25 alcanzaron la misma velocidad de 

crecimiento, si bien, fue menor a la observada por la JM101.Tanto en medio minimo como 

en medio complejo, se pudieron observar diferencias con relacién al consumo de glucosa 

en cada una de las tres cepas; adicionalmente, en los dos medios, los niveles de 

acumulacién de acido acético asi como su consumo subsiguiente fue sustancialmente 

diferente. En medio minimo, con las cepas JM101 y PB25, el consumo de acido acético se 

presentd después de que casi toda la glucosa habia sido agotada y el crecimiento habia 

cesado; por el contrario, con la cepa PB12 el acido acético solo se detectd en una ctapa 

tardia del crecimiento y nunca acumuld mas de 0.05 g/L. En medio complejo, ef consumo 

de acido acético con la cepa JM101, solo se dio cuando la glucosa fue completamente 
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agotada, en cambio con las cepas PBI2 y PB25. cl acido acético fue consumido aun en 

presencia de glucosa, En ambos medios de cultivo no se detectaron concentraciones 

significativas de otros acidos organicos (lactico, pirivico y succinico). Por otro lado, la 

presencia de carbohidratos de reserva en forma de glucdégeno, solo fue detectada en medio 

complejo, aunque su concentracién nunca fue mayor de 40 ppm. (datos no mostrados). Es 

interesante destacar que no obstante haber observado velocidades especificas de 

crecimiento similares en un medio complejo, las cepas PB12 y PB25 mostraron patrones de 

consumo de glucosa y acumulacién de Acido acético sustancialmente diferentes. Estas 

diferencias sugieren comparativamente un consumo mas eficiente de la glucosa por parte 

de la cepa PB12. 

Los datos generados por estas cinéticas de crecimiento, fueron utilizados para calcular 

rendimientos y velocidades especificas de crecimiento, mismos que se muestran en las Tablas 

1 y 2. En medio minimo la mas alta p. fue obtenida con la cepa JM101, mientras que las 

cepas PB12 y PB25 mostraron una disminucion de 40 y 20% respectivamente comparadas 

con la observada por la cepa JM10!. De igual manera en un medio complejo la mas alta 1 

fue alcanzada por la cepa JM101, mientras que las cepas PB12 y PB25 mostraron una 

disminucién de 25% con relacion a la alcanzada por la JM101 (ver Tabla 2). Los 

rendimientos celulares mds altos tanto en medio minimo como complejo fueron alcanzados 

por la cepa PB12, lo cual estuvo en concordancia con el hecho de haber observado los mas 

bajos niveles de acumulacién y rendimiento de acido acético en ambos medios de cultivo. En 

medio minimo la cepa PB12 observé un aumento de 14% en el rendimiento celular 

comparado con el observado por la cepa JMI01, y la cepa PB25 observo una disminucion 

de 15%. En medio complejo, los valores de rendimiento celular entre las cepas JM101 y 

PB25 fueron similares, en tanto que el correspondiente a la cepa PB12 observs un aumento 

de 58% con relacion al observado por la cepa JM101. Es interesante destacar el 

comportamiento de la cepa PB25, el cual, a pesar de haber acumulado una cantidad menor 

de acido acético mostré, comparados con el observado por la JM101, niveles mas bajos de 

rendimiento celular en medio minimo y similares en medio complejo, reflejandose también en 

un mayor rendimiento de dcido acético en medio minimo. Esto sugiere que cuando la cepa 
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Tabla 1. Resumen de resultados de los cnsayos realizados en 

cultivo por lote en medio minimo con las tres cepas de 

Escherichia coli’. 

  

b be c ¢ 

Cepa Bmax Y ys YY stacrx qs nae 
ay (e/g) (ee) (ge'h) (ge'h'y 

  

JMi01 0.78 0.47 0.14 1.67 0.112 

PB12 0.47 0.54 0.064 0.87 0.03 

PB25 0.62 0.4 0.197 1.54 0.121 

  

“Estos parametros se obtuvieran a partir de los datos de una cornda representativa y fueron 

comparados, para fines de presicién, con los datos de cuando menos un duplicado 

*Rendimientos de biomasa con base en el substrato consumido, y de produccién de acido 

acético con base en la biomasa producida, calculados de los datos de la fase exponencial 

"Velocidades especificas de consumo de glucosa y de produccin de acido acético, calculados 

a partir de los datos de la fase exponencial.



Tabla 2. Resumen de resultados de los ensayos en cultivo por 
lote en medio complcjo realizados con las tres cepas de 
Escherichia coli”. 

  

  

Cepa Bmax Yoos "Y sare “ds “nrc 
h) (ee) (ee) (ge'h') (ge'b') 

JM101 1.4 1 0,24 1.56 0.34 

PBI2 Ll 1.58 0.21 0.66 0,22 

PB25 i] l 0.25 1.1 0.28 

  

*Los calculos fueron realizados a partir de los datos de una corrida representativa y comparados 
con fines de presicién con los datos de al menos un duplicado. 

*Rendimientos de biomasa con base en la glucosa consumida y rendimiento de acido acético 
por biomasa producida, calculados de datos obtenidos en !a fase de crecimiento exponencial. 

“Velocidades especificas de cansuma de glucosa y praduccién de acida acético, calculados a 
partir de los datos en fa fase de crecimiento exponencial 
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PB25 se propaga en medio minimo, una cantidad comparativamente mayor de fuente de 

carbono es desviada a otras rutas metabdlicas, en lugar de a la formacion de biomasa. En 

este sentido, ha sido observado que fa cantidad total de CO, producido con la cepa PB25 

fue superior al observado por las otras cepas (datos no mostrados). En concordancia con 

estos resultados, ha sido mostrado previamente que la via de las pentosas en 1a cepa PB25 

incrementa sustancialmente su participacion en el catabolismo de la glucosa (Ponce et al., 

1998). 

Se observaron diferentes valores de consumo especifico de glucosa y produccién de acido 

acético. Como se esperaba, en medio minimo Ja velocidad especifica de consumo de glucosa 

mas alta fue observada por la cepa JM101, en tanto que las observadas por las cepas PB12 y 

PB25, representaron una disminucién del 50% y 10% respectivamente. De igual modo, en 

medio complejo la velocidad especifica de consumo de glucosa mas alta fue alcanzada por la 

cepa JM101, mientras que las cepas PB12 y PB25 mostraron una disminucién de 58 y 30% 

respectivamente en comparacion a la observada por la cepa JM101. En relacion con la 

produccién de acido acético, cn medio minimo la cepa PB25 mostré un aumento en la 

velocidad especifica de produccién de dcido acético de cerca de 10% comparada con la 

mostrada por la cepa JM101, mientras que la cepa PB12 observ6 comparativamente una 

disminucién de mas del 70%. En medio complejo la cepa JM101 mostré la mas alta 

velocidad especifica, en contraste, las cepas PB12 y PB25, mostraron una disminucién de 35 

y 18% respectivamente. 

En [a literatura se ha puntualizado que la acumulacién de acido acético en cultivos de 

Escherichia coli es wna funcién directa de la velocidad especifica de crecimiento (El-Mansi 

and Holms, 1989; Meyer et al., 1984). Es interesante destacar que en términos de 

acumulaci6n tanto la cepa PB12 como la PB25, mostraron un comportamiento consistente 

con este enunciado en ambos medios de cultivo, sin embargo, en términos de rendimiento 

esto no fue el caso para la cepa PB25, probablemente debido a una mayor produccién de 

acetato por unidad de biomasa, comparada con las otras cepas. Por otro lado, si bien los 

experimentos realizados en cultivo por lote dan informacién cinética importante, a partir de 
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dicha informacion no es posible diferenciar entre el efecto del fondo genético de aquel 

provocado por la p. Por lo tanto, con el fin de indagar con mayor profundidad en cuanto a 

las diferencias en la acumulacion de acido acético de estas cepas, se realizaron experimentos 

en cultivo continuo limitados por glucosa. Esto permitié obtener informacién en el estado 

estacionario a diferentes velocidad de dilucién (velocidad de dilucion = 1.1) para cada cepa y 

medir las velocidades de acumulacién de Acido acético bajo estas condiciones. 

6.2 Experimentos en cultive continuo. 

Considerando que las mutaciones incorporadas a las cepas PB12 y PB25 involucraron al 

transporte de la glucosa, el metabolismo de PEP y la disponibilidad de piruvato, el primer 

pardmetro que se quiso estudiar fue el rendimiento celular (ver Figura 7a). En el intervalo de 

velocidades de dilucién ensayadas, la cepa JM101 mostré una ligera disminucién a medida 

que la velocidad de crecimiento se incrementd, desde 0.38 hasta 0.35 g de células/g de 

glucosa consumida. Este comportamiento fue mas pronunciado con la cepa PB25, ya que la 

disminucion fue desde un valor de 0.47 hasta 0.33 gramos de células/g de glucosa 

consumida, mientras que con la cepa PB12, se observé un incremento del rendimiento 

celular con la velocidad de dilucién desde 0.31 hasta 0.39 g de células/g de glucosa 

consumida. 

Como se mencioné antes, otro pardmetro de interés para este trabajo fue el rendimiento de 

acetato producido en condiciones de estado estacionario. Como se puede apreciar en la 

Figura 7b, ninguna de las tres cepas produjo acetato a velocidades de dilucién de 0.2 y 0.3 

' Sin embargo a una velocidad de dilucién de 0.35 h’ tanto la cepa PB12 como la PB25 

acumularon acido acético. Este dato es congruente con el umbral de acumulacién de acido 

acético reportado en la literatura en un medio minimo (Meyer et al., 1984). El rendimiento 

de acido acético a esta velocidad de dilucién con la cepa PB12 fue 40% mas bajo que el 

obtenido por la cepa JM101. Es interesante destacar que a esta velocidad de dilucién la cepa 

PB25 no acumulo acido acético. En contraste, las tres cepas produjeron Acido acético a una 
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velocidad de dilucién de 0.5 h”, sin embargo, a esta velocidad de dilucién y comparadas con 

la cepa JMIOT, las cepas PB12 y PB25 produjeron 30 y 50% respectivamente menos acido 

acético. Es importante mencionar que las cepas examinadas bajo estas condiciones, no 

mostraron una acumulacion significativa de otros 4cido organicos (lactico, pirivico y 

succinico), o la acumulacion de material de reserva en forma de glucdgeno (datos no 

mostrados). 

Como se esperaba, !a velocidad especifica de consumo de glucosa aumenté a medida que la 

velocidad de dilucién se incremento, si bien, cada cepa mostré una pendiente diferente (ver 

Figura 8a). De acuerdo con la Figura 8b, la velocidad especifica de produccién de CO. 

mostré un aumento lineal en funcién de la velocidad de dilucién. A una velocidad de 

dilucion de 0.2 h” y comparada con la cepa JM101, la cepa PB12 mostré una velocidad 

especifica de produccién de CO; ligeramente mayor, en contraste, a una velocidad de 

ditucion de 0.5 h", este valor fue significativamente mas bajo. Cabe mencionar que si bien 

algunas variaciones son descritas en este texto como /igeras, desde un punto de vista 

estadistico merecen ser destacadas, de acuerdo con los datos de desviacion estandar 

mostrados en las graficas, Con la cepa PB25 a una velocidad de dilucién de 0.2 hla 

velocidad especifica de produccién de CO, observada fue significativamente mas baja que la 

observada por la cepa JM101, mientras que a una velocidad de dilucién de 0.5 h”, fue 

similar a 1a mostrada por la cepa JM101, En relacion con la produccién especifica de 

consumo de oxigeno, como se esperaba, las cepas JM101 y PB25 mostraron un incremento 

lineal en funcién de la velocidad de dilucién. Sin embargo, la velocidad especifica de 

consumo de oxigeno observada por la capa PB25 a una velocidad de dilucién de 0.2 h", fue 

significativamente menor a la observada por la cepa JM101, en contraste, a una velocidad de 

dilucion de 0.5 h", se observaron valores similares. Sorpresivamente la cepa PB12 mostré 

una velocidad especifica de consumo de oxigeno casi constante en las diferentes velocidad 

de dilucién probadas. Es interesante destacar que las diferencias mostradas en las 

velocidades especificas de produccién de CO2 y de consumo de oxigeno para las cepas 

probadas, claramente muestran diferentes actividades metabdlicas oxido-reductoras. 
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Figura 8. Comportamiento de las velocidades especificas de consumo 
de glucosa, produccién de CO2 y consumo de oxigeno de las tres 
E. coli cultivadas en medio M9 suplementado con glucosa (2 g/L). 

Simbolos: (@) JM101; @) PB12: (s) PB25. 
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6.3. Analisis de flujos intracelulares. 

Tal como se discutid lineas arriba, un paso importante en la metodologia de ingenieria de 

vias metabélicas, consiste en la evaluacién de los flujos de carbono intracelulares. Con la 

finalidad de examinar el comportamiento de estos flujos en las mutantes afectadas en el 

metabolismo de PEP, asi como la forma en que estos influyeron en la acumnulaci6n dc 

Acido acético, se realizé ef calculo de su distribucién en el metabolismo central. Los 

calculos se Ilevaron a cabo aplicando la metodologia de balance de flujos, para lo cual se 

emplearon las mediciones acumulativas obtenidas en experimentos en cultivo continuo, a 

diferentes velocidades de dilucion. En el capitulo de Materiales y Métodos, se describen 

esta metodologia, asi como algunas caracteristicas del programa BIONET, el cual fue 

empleado para realizar fos calculos. 

La Figura 9 muestra un esquema general con las reacciones que integran el metabolismo 

central de Escherichia coli (Cronan & LaPorte, 1997; Fraenkel, 1997; Kessler & Knappe, 

1997). Derivados de este esquema, en las Tablas 3, 4, 5 y 6 se muestran para las tres cepas, 

los sistemas de ecuaciones metabdlicas, asi como el vector de metabolitos (el mismo para 

las tres cepas), empleados para alimentar al programa BIONET. Las 27 reacciones 

mostradas en dichos sistemas también representan los flujos de carbono desconocidos. A 

partir de este conjunto de datos, se obtuvieron las matrices estequiométricas A con 

soluciones unicas, junto con dos redundancias para las pruebas de consistencia (datos no 

mostrados). En los sistemas de ecuaciones correspondientes a las cepas JM101 y PB25, se 

especifica a PTS como mecanismo de transporte y fosforilacién, mientras que en el 

correspondiente a la cepa PB12, se especifica la actividad GalP y glucocinasa, como 

mecanismos de transporte y fosforilacién respectivamente, con un gasto concomitante de 

ATP (ver Tablas 3, 4 y 5). En el sistema de ecuaciones correspondiente a la PB25, junto a 

la interrupcién en la reaccién catalizada por las piruvato cinasas, se agregdé una reaccion 

que indica la actividad de la transhidrogenasa . Esta ultima enzima seria responsable de 

transformar en NADH cualquier exceso de NADPH producido en el metabolismo (mas 

adelante se abundar sobre este punto). En la reaccién correspondiente a la acumulacién de 

biomasa, especificada en las ecuaciones metabdlicas, se muestran las demandas de 
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Figura 9. Representacién esquematica parcial del metabolismo central de Escherichia 
coli. En la cepa JM101, la fosforilacion y transporte de la glucosa (rl) se lleva a cabo 
por PTS y empleando PEP en el proceso; en la cepa PB12, la reaccién 1 (rl) se Hevaa 

cabo empleando GalP y glucocinasa para transporte y fosforilacién respectivamente. Los 

numeros entre paréntesis representan la continuidad de las reacciones en la cepa PB25 
sin la reaccién que corresponde al paso de PEP a piruvato. R26 representa la inclusién de 
la actividad de transdeshidrogenasa en la red metabolica de la cepa PB25. 
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Tabla 3. Sistema de ecuaciones metabdlicas representativas el metabolismo central de 

Escherichia coli JM1\01. 

t Sistema de Transporte (PTS) Nota: (1) Las expresiones antecedidas 

1) GLC + PEP > PYR + GLC6P por el signo !, el BIONET los considera 
comentarios y no son tomadas en cuenta 

1 Componente de reserva: Glucégeno para el proceso de calculo. 

2) GLC6P + ATP = GLYC + ADP 

1 Via de Embden-Meyerhof-Parnas 

3) GLC6P = FRU6P 

4) FRUG6P + ATP > 2 GAP + ADP 
5) GAP + ADP + NAD > NADH + G3P + ATP 
6) GaP = PEP + H20 
7) PEP + ADP > ATP + PYR 
&) PYR + NADH =LAC + NAD 

i Reacclones de carboxilacién y relactonadas con el piruvate 

9) PEP + CO2 > OAA 
OAA + ATP > PEP + CO2 + ADP 
MAL + NADP > PYR + CO2 + NADPH 
“MAL + NAD = OAA + NADH 
PYR + COA > ACCOA + FORM. 
FORM > CO2 + H20 

Cielo TCA 
10) PYR + COA + NAD > ACCOA +CO2 + NADH 
11) ACCOA + OAA + H20 = ISOCIT + COA 
12) ISOCIT + NADP = AKG + NADPH + CO2 
13) AKG + COA + NAD > SUCCOA + CO2 + NADH 
14) SUCCOA + ADP = SUC + COA + ATP 
15) SUC + H20 + FAD = MAL + FADH 
16) MAL + NAD = OAA + NADH 

Produccién y consumo de acido acético 
Acetato cinasa y acetilfosfotransferasa agrupadas 

17) ACCOA + ADP = AC + COA + ATP 

Via del glioxilato 
ISOCIT = SUC + GLYOX 
ACCOA + GLYOX + H20 > MAL + COA 

Via de las pentosas 
18) GLC6P + H20 + 2 NADP > RIBUSP + CO2 + 2 NADPH 
19) RIBUSP = RIBSP 
20) RIBUSP = XYL5P 
21) XYLSP + RIBSP = SED7P + GAP 
22) SED7P + GAP = FRUGP + E4P 
23) XYLSP + E4P = FRUGP + GAP 

! Produccién de ATP: P/O = 2 
24)2 NADH + 02+ 4 ADP>2H20+4ATP+2NAD 
25) 2 FADH + 02+ 2 ADP>2H20 +2 ATP +2 FAD 

1 Producctén de biomasa 
! Suposicién MW(Biomasa) = 100 

! 4.07 H7.13 O1.55 N1.02 plus 5.00% ceniza 
26) 021 GLC6P +.007 FRU6P +.09 RIBSP +.036 E4P +.013 GAP +.15 G3P +.072 PEP & 

Cont: + 283 PYR +.294 ACCOA +.179 OAA +.108 AKG +! 778 ATP +1.689 NADPH + 355 & 
cont: NAD = BIOMAS +1.78 ADP +1.689 NADP +.355 NADH +.227 CO2 

! Requerimientos de ATP no especificados 
1 NAD +NADPH = NADH + NADP 
27) ATP > ADP 
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Tabla 4. Sistema de ecuaciones metabolicas que representan cl metabolismo central de 

Escherichia coli PB12. 

t Sistema de Transporte: GalP + glucoctnasa Nota: (1) Las expresiones antecedidas 

1) GLC + ATP > GLC6P + ADP por el signo !, el BIONET los considera 
comentarios y no son tomadas en cuenta 

! Componente de reserva: Glucégeno para el proceso de calcula. 

2) GLCP + ATP =GLYC + ADP (2) La expresidn sombreada representa el 
sitio de Ja mutacién 

! Via de Embden-Meyerhof-Parnas 
3) GLC6P = FRUGP 
4) FRU6P + ATP > 2 GAP + ADP 
5) GAP + ADP + NAD > NADIL + G3P + ATP 
6) G3P = PEP + H20: 
7) PEP + ADP > ATP + PYR 
8) PYR + NADH = LAC + NAD 

f Reacciones de carhoxilactén y relacionadas con el piruvato 

9) PEP + CO2 > OAA 
! OAA+ATP> PRP +CO2 + ADP 
{! MAL+4NADP > PYR + CO2 + NADPH 
! MAL+NAD=OAA + NADH 
1 PYR+COA>ACCOA + FORM 
{ FORM >CO2+ #20 

! Cielo TCA 
10) PYR + COA + NAD > ACCOA + CO2 + NADH 
11} ACCOA + OAA + H20 = ISOCIT + COA 
12) ISOCIT + NADP = AKG + NADPH + CO2 
14) AKG + COA + NAD > SUCCOA + CO2 + NADH 
14) SUCCOA + ADP = SUC + COA + ATP 
18) SUC + H2G + FAD = MAL + FADH 
16) MAL + NAD = OAA + NADH 

! Produccién y consumo de acido acético 

! Acetato cinasa y acetiffosfotransferasa agrupadas 
17) ACCOA + ADP = AC + COA + ATP 

! Via del glioxilato 
1 ISOCIT = SUC + GLYOX 
1! ACCOA + GLYOX + H20 > MAL +COA 

! Via de las pentosas 
18) GLC6P + 120 + 2 NADP > RIBUSP + CO2 + 2 NADPH 
19) RIBUSP = RIBSP 
20) RIBUSP = XYLSP 
21) XYLSP + RIBSP = SED7P + GAP 
22) SED7P + GAP = FRU6P + E4P 
23) XYLSP + E4P = FRUGP + GAP 

! Produccién de ATP: P/O #2 
24) 2 NADH + 02 + 4 ADP > 2 H20 +4 ATP +2 NAD 
25) 2 FADH + 02+ 2 ADP > 2 H20 + 2 ATP +2 FAD 

! Producciin de biomasa 
‘ Suposicién MW(Biomasa) = 100 
1 4.07 H7.13 01.55 N1.02 plus 5.00% ceniza 

26) 021 GLC6P +.007 FRUGP +.09 RIBSP +.036 E4P +.013 GAP +.15 G3P + 072 PEP & 

Cont: +.283 PYR +.294 ACCOA +.179 OAA + 108 AKG 41.778 ATP +1.689 NADPH 4.335 & 

cont: NAD = BIOMAS +1 78 ADP +1.689 NADP + 355 NADH +.227 CO2 

1 Requerimientos de ATP no especificados 
! NAD +NADPH = NADH + NADP 
27) ATP > ADP 
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Tabla 5. Sistema de ecuaciones metabdlicas representativas del metabolismo central de 

Escherichia coli PB25. 

! Sistema de Transporte (PTS) Nota: (1) Las expresiones antecedidas 

1) GLC + PEP > PYR + GLC6P por el signo !, el BIONET los considera 
comentarios y no son tomadas en cuenta 

' Componente de reserva: Glucégeno para el proceso de calculo, 

2) GLC6P + ATP = GLYC + ADP (2) La expresién sombreada representa cl 

sitio de la mutacién, 

1 Via de Embden-Meyerhof-Parnas 

3) GLC6P = FRU6P 
4) FRUGP + ATP > 2 GAP + ADP 
5}GAP + ADP + NAD > NADH + G3P + ATP 
6) G3P = PEP + H20 

PEP + ADP> ATP + PYR 
7) PYR + NADH = LAC + NAD 

! Reacciones de carboxilacién y relacionadas con el piruvato 

8) PEP + CO2 > OAA 
OAA + ATP > PEP + CO2 + ADP 
MAL + NADP > PYR + CO2 + NADPH 
MAL + NAD =OAA +NADH 
PYR + COA > ACCOA + FORM 
FORM > CO2 + H20 

! Ciclo TCA 
9) PYR+ COA + NAD > ACCOA + CO2 + NADH 
10) ACCOA + OAA + H20 = ISOCIT + COA 
(4) ISOCIT + NADP = AKG + NADPH + CO2 
12) AKG + COA + NAD > SUCCOA + CO2 + NADH 
13) SUCCOA + ADP = SUC + COA + ATP 
14} SUC + H20-+ FAD = MAL + FADH 
15) MAL + NAD = OAA + NADH 

' Producctén y consumo de Acido acético 
! Acetato cinasa y acetilfosfotransferasa agrupadas 
16) ACCOA + ADP = AC + COA + ATP 

? Via del glioxiJato 
! ISOCIT = SUC + GLYOX 
1 ACCOA + GLYOX + H20 > MAL + COA 

! Via de las pentosas 
17) GLC6P + H20 + 2 NADP > RIBUSP + CQ2 + 2 NADPH 
£8) RIBUSP = REIBSP 
19} RIBUSP = XYLSP 
20) XYLSP + RIBSP = SED7P + GAP 
21) SED7P + GAP = FRU6P + E4P 
22) XYLSP + E4P = FRU6P + GAP 

! Produccién de ATP: P/O =2 
23) 2 NADH + 02+ 4 ADP >2H20+4 ATP +2NAD 
24) 2 FADH + 0242 ADP > 2 H20+2 ATP +2 FAD 

! Producclén de biomasa 
! Suposicién MW(Biomasa) = 100 
! 4.07 H7.13 01.55 N1.02 plus 5.00% ceniza 
25) 021 GLC6P +.007 FRU6P +.09 RIBSP +.036 E4P +.013 GAP +.15 GAP +.072 PEP & 

Cont: +.283 PYR +.294 ACCOA +.179 OAA +.t08 AKG #1.778 ATP +1.689 NADPH +.355 & 
cont: NAD = BIOMAS +1.78 ADP +1.689 NADP +.355 NADH + 227 CO2 

1 Requerimientos de ATP no especificados 
26) NAD + NADPH = NADH + NADP 
27) ATP > ADP 
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Tabla 6. Representacién del vector columna de 
metabolitos involucrados en los sistemas de 
ecuaciones de las tres cepas de Escherichia coli. 

ac 
2) ACCOA 
3) AKG 
4) ATP 
5) BIOMAS 
6) CO2 
7) EAP 
8) FADH 
9) FRUGP 
10) G3P 
11) GAP 
12) GLC 
13) GLC6P 
14) GLYC 
15) ISOCIT 
16) LAC 
17) MAL 
18) NADH 
19) NADPH 
20) 02 
21) OAA 
22) PEP 
23) PYR 
24) RIBSP 
25) RIBUSP 
26) SED7P- 
27) SUC 
28) SUCCOA 
29) XYLSP 
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precursores basicos para la sintesis celular, las cuales fueron obtenidas a partir de los datos 

indicados en la Tabla 7. 

En la Tabla 8 se muestran las mediciones acumulativas obtenidas experimentalmente en 

cultivo continuo para cada una de las cepas, asi como sus respectivas desviaciones estandar. 

Cada medicion representa el promedio de cinco muestras tomadas en el estado estacionario. 

Asi mismo, se muestran las velocidades de acumulacién estimadas por el BIONET. Los 

estimados son el resultado de un ajuste (considerando el error experimental), que el 

programa realiza para satisfacer completamente el balance de masa que se desprende de la 

estequiometria del sistema de ecuaciones metabdlicas. Como se esperaba, los estimados de 

velocidades acumulativas obtenidas por el programa, fueron muy similares a los obtenidos 

experimentalmente, a consecuencia de los reducidos valores de desviacin estandar de las 

mediciones experimentales. En este sentido, cabe sefialar que el programa genera una 

funcién de prueba Hamado indice de consistencia (4) a partir del cual realiza un andlisis 

estadistico comparando esta funcién en una distribucién de X’. Esta prueba se realiza en 

primer lugar para medir la consistencia del vector de mediciones experimentales, lo cual a 

su vez permite 1a identificacion de grandes errores en las mediciones experimentales, y en 

segundo lugar para conocer la validez de las ecuaciones metabdlicas propuestas, o la 

posible existencia de otro metabolito extracelular que no se mididé. Los valores bajos de h, 

permitieron el pase de 1a prueba estadistica con un nivel de confianza de 90%. Cabe 

mencionar que los balances de carbono realizados de modo independiente, dieron 

resultados satisfactorios, con porcentajes de recuperacion de carbono de alrededor del 

100%. Se debe mencionar también que el contenido de carbono en la biomasa es un dato 

obtenido de la literatura y se supuso igual en cada una de las velocidades de dilucién 

probadas. Por otro lado, durante las rutinas de cdlculo se detectaron ligeras incoherencias 

en los flujos correspondientes al ciclo de los TCA. Para darle prioridad al balance de 

carbono sobre el flujo de energia, las inconsistencias se eliminaron mediante la exclusion, 

durante el andlisis, de la reaccién catalizada por la succinato deshidrogenasa, la cual tiene 

como productos el malato y FADH. Bien visto, no se esperaria un efecto significativo sobre 

los flujos de carbono 0 incluso sobre el flujo de energia, ya que no existe pérdida de 

carbono en este punto, y la contribucién al balance energético, en relacién con la 
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Tabla 7. Demanda de metabolitos para ia fomacion de biomasa en 

Escherichia colt. 

  

PRECURSOR DEMANDA DEMANDA’ PRODUCTOS 

  

(iM/g biom.)} (MM Biom } (M/M Biom.) 

GLC6P 204.9500 0.0205 

FRU6P 70.9000 0.0071 

RIBSP 897.7000 0.0898 

E4P 361.0000 0.0361 

GAP 129.0000 0.0129 

G3P 1493.1000 0.1493 

PEP 719.1000 0.0719 

PYR 2832.8000 0.2833 

ACCOA 2938.1200 0.2938 

OAA 1786.7000 0.1787 

AKG 1077.9000 0.1078 

ATP 17775.8700 1.7776 

ADP 1.7776 

Cco2 0.2268 

NAD 3547.3000 0.3547 

NADH 0.3547 

NADPH 16886.0800 1.6886 

NADP 1,6886 
  

*E! peso molecular de la biomasa fue normalizado a 100
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produccién de energia asociada al NADH, no seria significativa. También es importante 

mencionar que en el andlisis de fos flujos, se emplearon de manera razonada diferentes 

esquemas metabdlicos, lo cual incluy6 (a) la insercion de la reaccion de la transhidrogenasa 

en los esquemas correspondientes a las cepas JM101 y PB12, (b) la expresién de la ruta 

anaplerética det glioxilato en las tres cepas, (c) fa expresidn de la via de Entner Doudorotf 

en las cepas PB12 y PB25, y (d) diversas alternativas para eliminar las inconsistencias 

mencionadas en el ciclo de los TCA. Sin embargo, en las diversas alternativas que se 

ensayaron, se obtuvieron flujos metabdlicos incoherentes o imposibles, o bien, matrices A 

singulares (sin solucién), por fo cual fueron eliminadas del proceso de calculo. 

La soluciones obtenidas por el BIONET pueden estar dadas en flujos relativos, los cuales 

representan la fraccién o porcentaje de carbono que fluye a través de una reaccién en 

particular. Esta normalizacion se expresa en términos de la primera reaccion, 

correspondiente a la fosforilacion de la glucosa considerandola como el 100%. En las 

Figuras 10-21 se muestran las instanidneas del metabolismo celular, para cada una de las 

tres cepas a diferentes velocidades de dilucion. Un vistazo general a estas figuras permite 

ver los cambios, significativos en algunos casos, de los flujos de carbono en el 

metabolismo central. Son de particular interés los cambios observados en los flujos de 

carbono de la via de las pentosas y del ciclo de los TCA a medida que la velocidad de 

dilucién aumenta, tanto en la cepa JM101 como en las cepas mutantes. Lineas abajo se 

discutiré mas a detalle el comportamiento de los flujos de carbono en términos de aquellas 

reacciones que son representativas del comportamiento en una determinada via metabdlica. 

Sin embargo, es interesante poner de relieve la capacidad de esta herramienta, mediante el 

empleo de esquemas que representan la distribucién de flujos de carbono en el 

metabolismo central en un estado fisiolégico particular. Esto es de particular interés para 

conocer cabalmente las diferencias en cuanto a las actividades metabdlicas de un 

microorganismo, especialmente cuando su metabolismo se encuentra alterado por 

mutaciones tales como las que portan las cepas PB12 y PB25. 

68



  

  
      

Suc SucCoA 

69 100   
  

Figura 10, Distribucién de los flujos de carbono intracelular de E. coli JM101 

ensayada en cultivo continuo a una velocidad de dilucién de 0.2 h'. Los flujos 

estan normalizados al flujo de entrada de la glucosa, considerando a éste como 

el 100%. 
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Figura 11. Distribucién de flujos de carbono (%) correspondiente a la cepa JM101 
ensayada a una velocidad de dilucién de 0.3 hr!. 
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Figura 12. Distribucién de flujos de carbono (%) correspondiente a la cepa JM101 

ensayada a una velocidad de dilucion de 0.35 bh. 
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ensayada a una velocidad de dilucién de 0.5 fr! 
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Figura 14. Distribucidn de los flujos de carbono intracelular de E. coli PB12 
ensayada en cultivo continuo a una velocidad de dilucién de 0.2 b'. Los flujos 
estan normalizados al flujo de entrada de la glucosa, considerando a éste como 
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Figura 16. Distribucién de flujos de carbono (%), correspondiente a la cepa PB12 

ensayada a una velocidad de dilucion de 0.35 hr. 
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ensayada a una velocidad de dilucién de 0.3 Ir! 
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Figura 20. Distribucién de flujos de carbono (%), correspondiente a la cepa PB25 

ensayada a una velocidad de dilucién de 0.35 bh. 
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ensayada a una velocidad de dilucién de 0.5 hr.



La Figura 22 muestra los fiujos relativos en la reaccién catalizada por la glucosa fosfato 

isomerasa (r3 en la Figura 9). Esta reaccién es representativa del flujo de carbono de 

entrada a la via glicolitica. Es importante mencionar que las diferencias en los flujos de 

carbono, cuando se mencionan, poseen el caracter de ser estadisticamente significativas (no 

obstante ser ligeras en algunos casos), por un lado, debido a las bajas desviaciones 

obtenidas durante las mediciones, y por otro lado, a que los flujos son calculados por el 

BIQNET a partir de un vector actualizado de mediciones experimentales, el cual incluye la 

componente del error. experimental (S.D.). Como puede verse, los flujos en la cepa JM101 

mostraron una tendencia descendente en funcion de la velocidad de dilucion. Un patron 

muy similar fue observado con la mutante PB12, sin embargo, en las tres primeras 

velocidades de dilucién ensayadas, el flujo fue ligeramente mayor comparado con el 

observado por la cepa JM101. En contraste, el flujo de carbono observado a una velocidad 

de dilucién de 0.5 h” fue menor al observado por la cepa JM101. Es interesante destacar 

que la mutacion en PTS no provocé diferencias sustanciales en los flujos de carbono de la 

via glicolitica. Contrastando con esto, ios resultados obtenidos con la cepa PB25 fueron 

marcadamente diferentes. En este caso, los flujos calculados mostraron valores negativos 

en las tres primeras velocidades de dilucién ensayadas, sin embargo, a una velocidad de 

dilucion de 0.5 bh’, se observo un flujo positivo. Esto sugiere una modificacién muy 

drastica del reparto de los flujos en esta parte del metabolismo como consecuencia de la 

interrupcién de la actividad de las piruvato cinasas (esto se discutira mas ampliamente 

abajo). 

La figura 23, muestra los flujos relativos de carbono en la reaccién catalizada por la 

glucosa-6-fosfato deshidrogenasa, representativa de la entrada de carbono en fa via de las 

pentosas. Como se puede apreciar, en las cepas JM101 y PB12 los flujos mostraron una 

tendencia a aumentar a medida que la velocidad de dilucion se incrementd. En este sentido, 

se sabe que los niveles de glucosa-6-fosfato deshidrogenasa (Zwf) y 6-fosfogluconato 

deshydrogenasa (Gnd) aumentan entre 3 y 5 veces conforme la velocidad de crecimiento 

aumenta de 0.1 a 0.5 h’ (Wolf et al., 1979). En el caso de la cepa PB12 los flujos fueron 

menores en las tres primeras velocidades de dilucion ensayadas, comparados con la cepa 

JM101, destacando particularmente la ausencia de flujo de carbono hacia la via de las 
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pentosas observado por la cepa PB12 a una velocidad de dilucion de 0.2 h'. Cabe 

mencionar que en este caso el flujo se consideré cero debido a que un valor negativo para 

esta reaccién es metabolicamente imposible, por ser irreversible. Es probable que el valor 

negativo sea mas bien producto de una inconsistencia, si bien ligera, lo cual no pudo ser 

eliminada de las rutinas de cdlculo. Por otro lado, a una velocidad de dilucion de 0.5 h’, 

este patron se invirtid, siendo el flujo de la cepa PB12, ligeramente mayor al observado por 

la cepa JM101. Cabe hacer notar que los valores de reparto de flujo de carbono hacia 1a via 

de las pentosas que se han observado a velocidades maximas de crecimiento en medio 

minimo, van de 25 al 30% del flujo de entrada de la glucosa (Holms, 1986). Estos valores 

concuerdan bastante bien, con el observado por las cepas JM101 y PB12 a una velocidad de 

dilucién de 0.5 h". Es interesante destacar que el modelo metabdlico propuesto para estas 

dos cepas, no permitié la inclusion de la actividad de la enzima transdehidrogenasa, lo cual 

sugiere un balance adecuado entre la generacién y el empleo de NADPH para biosintesis. 

En relacién con los flujos mostrados por la cepa PB25 hacia la via de las pentosas, se puso 

en evidencia una tendencia significativamente diferente. En las tres primeras velocidades 

de dilucién, el flujo de carbouo fue superior al 100%, lo cual es coherente con los flujos 

negativos observados por esta cepa en la reaccién 3 (ver Figura 22). Cabe mencionar que 

los flujos que se obtienen en estos calculos, son resultado de un balance, que en ultima 

instancia es funcién de la estequiometria del sistema. El aumento del flujo hacia la via de 

las pentosas con valores de mas de 100% y los valores negativos observados con la cepa 

PB25, tienen una interpretacién en términos de este balance. Un flujo mayor de 100% 

hacia la via de las pentosas seria imposible a menos que se presentara la necesidad de 

justificar este flujo en el balance con una produccién excesiva de NADPH y CO,, lo cual 

seria factible unicamente con un flujo negativo, precisamente en la reaccién adyacente de 

este nodo, que en este caso es la reaccién 3. Esto sugiere, desde el punto de vista del 

metabolismo, un efecto regulador del PEP (probablemente en exceso) sobre la 

fosfofructocinasa, lo cual traeria como consecuencia una disminucién sensible del flujo de 

carbono a lo largo de la via glicolitica, con la consiguiente desviacion de este hacia la via 

de las pentosas, asi como la probable formacién de un ciclo de oxidacidén en esta via. 

Contrariamente a lo observado por las cepas JM101 y PB12, en el caso de la cepa PB25, el 

modelo metabdlico propuesto permitié 1a inclusion de la actividad de la 
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transdehidrogenasa. Lo anterior es coherente si se considera que al incrementarse el flu jo 

de carbono hacia la via de las pentosas, se presentaria un cxceso de poder reductor, mismo 

que tendria que ser transformado en NADH, Esto qued6 de manifiesto al observarse flujos 

positivos en los resultados correspondientes a esta reaccién, los cuales disminuyeron con la 

velocidad de dilucion, en correspondencia con la disminucion del flujo de carbono en la via 

de las pentosas (ver r26 en las Figuras 19-21), 

La Figura 24, muestra el comportamiento de los flujos de carbono en la reaccién catalizada 

por la citrato sintasa, la cual es representativa de 1a actividad del ciclo de los TCA (ver rfl, 

110 en la Figura 9). Con relacién a las cepas JM101 y PB12, los flujos en esta reaccion 

mostraron una marcada tendencia a descender a medida que la velocidad de dilucién 

aumento. Ai comparar estas dos cepas, se veran ligeras diferencias en las fracciones de 

carbono de entrada al ciclo de los TCA, siendo similares aquellas mostradas a una 

velocidad de dilucion de 0,3 h’, ligeramente mayores las mostradas por la cepa PB12 a 

velocidades de 0.2 y 0.35 h’, y ligeramente mayor la observada por la JM101 a una 

velocidad de dilucién de 0,5 h". Por otro lado, la cepa PB25 mostré flujos de carbono 

significativamente menores a los observados por las otras cepas en cada una de las 

velocidades de dilucién ensayadas, Asi mismo, a una velocidad de dilucién de 0.5 h” todas 

las cepas observaron una disminuci6n significativa de entrada de carbono al ciclo, Es 

interesante poner de relieve esta disminucién de Ia actividad del ciclo de los TCA, Io cual 

en términos de energia para biosintesis probablemente seria compensado por un aumento 
en el flujo de carbono en la via de las pentosas, concordando a su vez aceptablemente con 

el comportamiento mostrado en la Figura 23 (ver también Figuras 10-17). Ademas se debe 
hacer notar que los flujos en la reaccién 27, parte de la cual es debida a energia de 

mantenimiento, disminuye a medida que la velocidad de dilucién aumenta, al menos cn el 
caso de las cepas JM101 y PB12, lo cual también es coherente con la disminucion en le 
actividad del ciclo de los TCA (ver Figuras 10-17). 
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7.0 DISCUSION 
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La acumulacién de acido acético en cepas de Escherichia coli, ha sido caracterizada como 

un fendmeno de desborde metabdlico motivado por una limitada capacidad oxidativa del 

ciclo de los TCA (Han et al., 1992: Majewski & Domach, 1990). El desborde se observa 

cuando el microorganismo presenta una alta demanda de ATP para satisfacer las necesidades 

de un crecimiento a altas velocidades (El Mansi & Holms, 1989). Dado que la via de 

produccién de Acido acético, es la segunda mayor fuente generadora de ATP a nivel de 

substrato, entonces el flujo de carbono se reorienta hacia este punto. No obstante que 

existen numerosos reportes sobre este fendmeno, atin se encuentra lejos una comprensién 

cabal del mismo. Para tratar de entender los mecanismos fisiolégicos que subyacen alrededor 

de esta manifestacién, se han estudiado diferentes mutaciones en cepas de Escherichia coli 

(Aristidou et al., 1994: Chou, et al., 1994; Dedhia, et al., 1994; Diaz-Ricci, et al., 1991; 

Farmer & Liao, 1997). El objetivo implicito en estos trabajos es reducir la acumulacion del 

Acido acético mediante la reorientacién de los flujos de carbono en el metabolismo central, 

sin afectar significativamente otros parametros cinéticos, tales como la velocidad especifica 

de crecimiento o los valores de rendimiento celular 0 de producto. 

La construccién de las cepas PB12 y PB25, se flevé a cabo pensando fundamentalmente en 

el mejoramiento de los rendimientos de aminoacidos aromaticos. Sin embargo, la naturaleza 

de las mutaciones permitié reflexionar sobre las posibilidades de estas mutaciones como un 

modelo de trabajo para tratar de comprender mejor el fenédmeno de acumulacién de Acido 

acético, En este sentido, se ha especulado y definido teéricamente, que los genes asociados a 

las actividades de PTS y de Jas piruvato cinasas son algunos de los mas importantes 

objetivos para modificar sensiblemente los patrones de acumulacion de acido acético 

(Delgado & Liao, 1997: Goel et al., 1995). El mecanismo fisiolégico que subyace tras este 

razonamiento, valido para las dos mutantes, tiene que ver con el efecto del PEP como 

regulador del flujo de carbono, al afectar negativamente la actividad de la fosfofructocinasa. 

(Fraenkel, 1996). Se pensd que cuando estas cepas fueran propagadas sin la presencia de 

plasmidos adecuados para sobreexpresar las enzimas involucradas en la sobreproduccién de 

aminoacidos aromaticos, se presentaria un fendmeno de regulacién por la presencia de un 

exceso de PEP, el cual seria resultado en el caso de la cepa PB12 de la inactivacion de PTS, 
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y en la cepa PB25 del bloqueo del flujo de carbono a nivel de las piruvato cinasas. Se pensd 

también que este efecto regulador, traeria como consecuencia una disminucién en la 

disponibilidad de piruvato para desbordar el metabolismo. 

Los razonamientos anteriores formaron la base de una reflexién aun mas importante, como 

lo fue el planteamiento de la necesidad de realizar un estudio integral y mas razonado, y que 

fuera mas alla de unos simples ensayos en fermentador, ya sea en cultivo por lote o continuo 

con la finalidad de conocer con un enfoque novedoso este fendmeno de desborde 

metabdlico. Los experimentos cinéticos tipicos permiten conocer (limitadamente, ahora se 

sabe), el efecto de algun fondo genético particular sobre los parametros que definen el 

comportamiento de un microorganismo, sin embargo, existen enfoques novedosos que han 

permitido un trabajo mas sistematico y razonado en la planeacidn, construccién y evaluacion 

de cepas modificadas genéticamente. El adaptar este conocimiento novedoso a los 

quehaceres de nuestro grupo de investigacion tendria consecuencias bastante fructiferas, 

habida cuenta que las actividades del mismo estan orientadas al mejoramiento genético de 

cepas de produccion industrial. 

Por otro lado, se ha comprobado ampliamente que la ingenieria genética por si sola, 

tampoco basta. Hasta hace algun tiempo, el trabajo de mejoramiento genético de nuestro 

grupo se venia limitando a quehaceres mas 0 menos complejos de modificacién genética con 

el subsiguiente ensayo a nivel de fermentador para conocer el efecto de dicha modificacién 

sobre el comportamiento cinético, sin conocer a ciencia cierta sus efectos sobre el 

metabolismo. Por lo tanto, es cada vez mas evidente la necesidad de promover un enfoque 

integral en este campo de la investigacion, que incluya principalmente herramientas 

derivadas de la ingenieria quimica. En este sentido, la ingenierfa de vias metabélicas mostré 

ser un complemento idéneo para el trabajo de caracterizacién cinética planteado para las 

mutantes PB12 y PB25, afectadas en el metabolismo del fosfoenolpiruvato, en relacion son 

su capacidad para acumular dcido acético. La evaluacién de los flujos de carbono 

intracelulares en estas cepas, permitid conocer instantaneas del metabolismo en estado 

fisiolégico particular. El integrar las herramientas propias de la ingenieria genética, asi como 
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el haber dado un paso adelante en los quehaceres cotidianos de caracterizacién, mediante la 

implementacion del concepto de ingenieria de vias metabolicas en la caracterizacién las 

mutantes PB12 y PB25, permitio realizar una contribucion sustancial al conocimiento, la 

cual fue mas alla de la tipica contribucién que sobre este tipo de microorganismos se ha 

venido obteniendo hasta ahora, particularmente en nuestro grupo de trabajo. 

Es importante recalcar que uno de los intereses esenciales de nuestro grupo, lo cual motivd 

en parte la realizacion de este trabajo, se centra en tratar de comprender los mecanismos que 

subyacen tras el fendmeno de acumulacién de acido acético en cepas de Escherichia coli. La 

comprensi6n cabal de estos mecanismos tendria una repercusi6n importante en el 

desempeiio de los sistemas recombinantes que actualmente se emplean en nuestro 

laboratorio en varios programas de mejoramiento genético. En las lineas subsiguientes se 

discuten de manera integral, tanto desde el punto de vista cinético como metabdlico, los 

efectos sobre la capacidad de acumulacién de acido acético de las mutantes, observados 

tanto en cultivo por lote como en continuo. 

7.1. _Experimentos en cultivo por lote. 

En estos experimentos se mostraron diferencias significativas en los patrones de 

acumulacién de Acido acético cuando las tres cepas fueron cultivadas en medio minimo o 

complejo. Como se mencion6 anteriormente, las diferencias mostradas en medio minimo 

pudieron ser causadas también por las diferencias observadas en la 11 (ver Tabla 1), Es 

interesante puntualizar que en este caso, el efecto observado sobre la p1, esta directamente 

relacionado con 1a naturaleza de las mutaciones de las cepas PB12 y PB25, ya que una 

consecuencia de alterar tan drasticamente el flujo de carbono mediante mutaciones en PTS, 

y en las piruvato cinasas, es una reduccién en la capacidad de asimilacién de glucosa, y 

consecuentemente un impacto negativo sobre la ps. Por otro lado, en medio complejo, 

ademas de las diferencias observadas en las capacidades de acumulacion de acido acético, 

comparadas con la cepa silvestre, también se observaron diferencias significativas en las 

velocidades especificas de crecimiento. Este resultado fue inesperado, ya que en un medio 
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complejo, el carbono de la glucosa no es empleado en los procesos anabdlicos, sino 

unicamente como fuente de energia. En cl primer caso, los precursores para la sintesis de 

macromoleculas se obtienen a partir del extracto de levadura. Si bien es cierto que las 

mutaciones provocaron una reduccién de la velocidad de asimilacién de glucosa (ver Tabla 

2), también se esperarian velocidades cspecificas de crecimiento similares a la observada por 

la cepa progenitora, debido a la reduccion de la participacion de la glucosa cn la formacién 

de precursores. En la mutante PTS este fendmeno puede scr explicado si se considera que es 

una mutante espontanea, cuyo fenotipo es producto de una o multiples mutaciones 

(desconocidas hasta ahora), una de las cuales por cierto, tuvo como consecuencia la 

adquisicién de la capacidad de asimilar a la glucosa por una via alterna (Flores et al., 1997). 

También se debe mencionar que algunos resultados reportados en el trabajo citado, 

mostraron que esta cepa modificd sensiblemente su patrén de asimilacion de aminoacidos. 

Esto sugicre que la cepa PB12 podria tener alterado el sistema de transporte de algunos 

aminoacidos, lo cual pudo haber influido en la disminucion de la velocidad especifica de 

crecimiento. Por otro lado, la cepa PB25 no posce mutaciones desconocidas, por ende, una 

explicacion resulta dificil, sin embargo, es interesante recalcar que la actividad de las 

piruvato cinasas esta asociada a PTS. En este sentido, algunos resultados publicados al 

respecto, han permitido especular que existe un vinculo entre los mecanismos de asimilacién 

de carbono, verificados en PTS, y la asimilacion del nitrogeno, de aqui que no se pucda 

descartar algun efecto pleiotrépico que afectara los procesos de transporte de aminoacidos, 

disminuyendo con esto la velocidad especifica de crecimiento (Postma ct al., 1993). 

Es de relevancia puntualizar que las similitudes en la velocidad especifica de crecimiento 

mostradas por las cepas PB12 y PB25 en un medio complejo, permiten hacer la 

comparacion de algunas caracteristicas de crecimiento. En la cepa PB12 se observé una 

reduccion sustancial cn la velocidad especifica de consumo de glucosa comparada con fa 

observada por la PB25. Esto trajo como consecuencia una disminucién sustancial en la 

produccion especifica de acido acético, junto con una mayor eficiencia en la formacién de 

biomasa, lo cual se reflejé en los datos de rendimiento celular (ver Tabla 2). Lo anterior 

sugiere que las mutaciones provocaron diferencias notables en el comportamiento de los 
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flujos de carbono intracelular en estas dos cepas. Mientras en la cepa PB12, el carbono fue 

empleado de manera mas eficicnte, en la cepa PB25, parte del flujo de carbono se orientd 

hacia la formacién de acido acético y muy probablemente hacia una via oxidativa alterna, 

(aparentemente la via de Jas pentosas). Esto sc tradujo en valores de rendimiento similarcs a 

los observados por la cepa JM101, a pesar de que la cepa PB25, acumuld menos acido 

acético. En apoyo al argumento anterior, se debe mencionar que en los estudios 

respirométricos realizados por Ponce et al. (1998) con la copa PB25, sc observ un aumento 

sustancial en la produccién de CO? en la via dc las pentosas comparado con el mostrado por 

la cepa JM101. 

Por otro lado, es importante mencionar que la interpretacién de los datos de produccion y 

consumo de acido acético resulta un tanto compleja, debido a las diversas posibilidades que 

existen. Por ejemplo, podria darse el caso de que, bajo las condiciones de crecimiento 

empleadas, el consumo y la produccién de acido acético fueran constantes y de igual 

magnitud. En esta situacién, la acumulaci6n de acido acético solo se obtendria cuando 

hubiera un desbalance en las velocidades de produccién y utilizacion. Sin embargo, los 

datos obtenidos para la cepa JM101 en medio complejo son consistentes con lo reportado 

en al literatura (ver Figura 6), pues es generalmente aceptado que en presencia de la 

glucosa, existe un efecto de represion catabolica sobre los genes involucrados en la 

reasimilacion del acido acético, sin embargo, una vez que la glucosa ha sido consumida, la 

presencia de acido acético serviria para satisfacer las necesidades catabdlicas del 

microorganismo en un medio complejo (Cronan & LaPorte, 1996). Por otro lado, la 

interpretacion del consumo de Acido acético en presencia de glucosa por la JMI01 y la 

PB25 en medio minimo, asi como el observado por la cepa PB12 en medio complejo, en 

presencia de relativamente altas concentraciones de glucosa, resulta un tanto compleja. Sin 

embargo, en cepas de Escherichia coli se ha observado que las concentraciones de glucosa 

por debajo de 0.5 g/L, permiten la expresién de las enzimas de la via del glioxilato, 

encargadas de la reasimilacién del acido ecético, También se ha observado que la expresion 

de esta via, en presencia de glucosa, al parecer depende del pH, la concentracion de la 

glucosa e incluso de la concentracién del acido acético (Kleman & Strohl, 1994). Por otro 

lado, es probable que en ambas cepas, los sistemas de represion catabélica se encuentren 
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alterados. Se sabe que Ia principal enzima controladora de la asimilacién del Acido acético 

es la isicitrato deshidrogenasa, la cual al inactivarse por fosforilacion, permite el flujo de 

carbono hacia la ruta del glioxilato. La actividad de esta enzima tiene como efector positivo 

al piruvato y como negativos al citrato y el 3-fosfoglicetato, los cuales actian como 

indicadores generales de la concentracién de precursores en el metabolismo central 

(Cronan & LaPorte, 1996). Es probable, que en la cepa PB12, cuando fue cultivada en un 

medio complejo, por efecto de la regulacién de PEP sobre la fosfofructocinasa, con el 

consiguiente efecto atenuador del flujo de carbono en la via glicolitica, ademas de la 

ausencia del piruvato proveniente de la actividad de PTS, se manifieste un déficit de 

piruvato, provocando con esto un aumento en la concentracién de isocitrato deshidrogenasa 

fosforilada y la consiguiente desviacidn del flujo de carbono hacia la via del glioxilato. 

7.2 Experimentos en cultivo continuo 

De acuerdo con los resultados observados en cultivo continuo, la mutacion en PTS tuvo 

como efecto una disminucion significativa sobre la acumulacién de Acido acético 

comparada con la observada por la cepa progenitora (ver Figura 7). Contrariamente a lo 

esperado, el efecto de esta mutacion sobre la distribucién de los flujos de carbono en el 

metabolismo central, obtenidas con el programa BIONET, sélo fue notorio (si bien 

ligeramente) en algunas velocidades de dilucién comparadas con las observadas por la cepa 

JM101 (ver Figuras 22-24). Lo anterior sugiere que para esta mutante, el efecto regulador 

del PEP sobre de flujo de carbono en la via glicolitica no fue determinante, al menos a 

bajas velocidades de dilucion. Es interesante puntualizar ademas, que las diferencias en la 

acumulaci6n de acido acético, aparentemente no estuvieron asociadas a una misma causa 

en los patrones de distribucion de flujos de carbono. Sin embargo, como se vera mas 

adelante, los resultados sugieren que la actividad de las piruvato cinasas tuvieron un papel 

relevante en la definicion de los patrones de flujo en el metabolismo central. 

Como puede verse, la cepa PB12 mostré una mayor actividad oxidativa a una velocidad de 

dilucion de 0.2 h”, lo cual se reflejé en un ligero aumento de la produccidn especifica de 

CO, comparada con la JM101, asi como un aumento notable en el consumo especifico de 
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oxigeno (ver Figura 8bc). Esto fue consistente con ef aumento en Ia actividad oxidativa del 

ciclo de los TCA, lo cual se puso de manifiesto por un ligero aumento del flujo de carbono 

hacia esta via, comparado con el observado por la cepa JM101 (ver Figura 24), En 

apariencia el aumento de flujo de carbono hacia el ciclo de TCA no es suficiente para 

justificar un aumento significativo en el consumo de oxigeno, sin embargo, no se debe 

perder de vista que en este ciclo se produce la mayor parte del poder reductor del 

metabolismo central, y que un aumento sutil del flujo de carbono hacia este punto, tendria 

un impacto significativo en el consumo de oxigeno Por otro lado, este aumento se esperaria 

si se considera la ausencia de flujo de carbono hacia la parte oxidativa de la via de las 

pentosas (ver Figura 23), asi como las necesidades de poder reductor en forma de NADPH. 

En condiciones normales, las necesidades de poder reductor para biosintesis son satisfechas 

en parte por la actividad desplegada en el segmento oxidativo de la via de las pentosas, por 

lo tanto, la ausencia de actividad en esta parte de la via, tendria que ser compensado con un 

aumento en la actividad del ciclo de los TCA. 

A.una velocidad de dilucién de 0.3 h’, no se observaron diferencias notables en los 

diferentes parametros de fermentacién obtenidos entre las cepas PB12 y JM101 (ver 

Figuras 7 y 8), lo cual no se reflejd completamente en la distribucion de flujos de carbono, 

ya que se observaron diferencias, si bien marginales, en los flujos de carbono hacia las vias 

glicolitica y de las pentosas, asi como del ciclo de los TCA (ver Figuras 22, 23 y 24). 

Por otro lado, algunos autores han planteado que la disminucion en la acumulacién de 

acido acético podria conseguirse mediante un aumento en la actividad oxidativa del ciclo 

de los TCA (Han et al., 1991). Este pudo haber sido el caso en el comportamiento 

mostrado por la cepa PB12, a una velocidad de dilucion de 0,35 h". No obstante, el efecto 

no fue lo suficientemente claro. Junto con una diferencia significativa en la acumulacién de 

acido acético, comparada con la cepa JM101, se observé un aumento del flujo de carbono 

hacia el ciclo de los TCA. No obstante ser marginal este aumento, hubo una cierta 

concordancia, con la disminucién del flujo de carbono hacia la via de las pentosas (ver 

Figuras 23 y 24). Sin embargo este aumento marginal en la actividad oxidativa del ciclo no 

se reflej6 notablemente en los niveles de consumo de oxigeno (ver Figura 8). 
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El paso catalizado por la glucosa fosfato isomerasa ha sido reportado como el punto de mas 

alta sensibilidad de aquellos que han sido descritos como importantes objetivos para 

disminuir la produccién de acido acético (Delgado & Liao, 1997). De acuerdo con ésto, 

una sutil disminucién del flujo a través de la reaccién catalizada por esta reaccién, tendria 

una repercusién considerable sobre fa disminucién de la acumulacion de Acido acético. Una 

manera relativamente sencilla para producir este efecto, seria mediante la modificacion del 

reparto de flujos de carbono hacia la via glicolitica y de las pentosas. En este 

planteamiento, el PEP seria un elemento importante, ya que actuaria como un efector 

negativo de la actividad de 1a fosfofructocinasa. En consecuencia, se esperaria una 

modificacién del reparto de flujos con una disminucién hacia la reaccion catalizada por la 

glucosa fosfato isomerasa, y un aumento concomitante del flujo hacia la via de las 

pentosas, Este escenario pudo haber sido el caso con la cepa PB12, cuando se ensayo una 

velocidad de dilucién dc 0.5 h", velocidad en ia cual se observé un aumento del flujo de 

carbono hacia la via de las pentosas, con la consiguiente disminucién en el flujo de carbono 

en la via glicolitica, asi como una disminucién concomitante en la acumulacion de acido 

acético (ver Figura 22 y 23: y Figura 7a). Por otro lado, a esta velocidad de dilucién y 

comparado con lo observado por la JM101, se observé una menor actividad oxidativa, con 

valores bajos de produccién especifica de CO, asi como de consumo especifico de oxigeno 

(ver Figura 8bc), lo cual también se reflejo en mayores niveles de rendimiento celular (ver 

Figura 7a). La disminuci6n en la actividad oxidativa fue consecuencia directa en primer 

lugar de una disminuci6n en el consumo especifico de glucosa (ver Figura 8a). Esta 

diferencia en la actividad oxidativa se reficjé también, si bien marginalmente, en una 

disminuci6n actividad del ciclo de los TCA (ver Figura 24). Es interesante hacer notar que 

la disminuci6n en la produccién de CO, con la cepa PB12 fue consecuencia también de una 

disminucion en el flujo de carbono en fa reaccién correspondiente a la piruvato 

deshidrogenasa (ver Figuras 13 y 17). Este comportamiento es consistente si se considera 

que al aminorarse la produccién de acido acético, cuyo precursor en la via glicolitica es la 

acetilCo A, también se disminuiria la oxidacién de piruvato, el cual, ahora, podria ser 

utilizado en la formacion de material celular. Como se menciond, la disminucién observada 

en la velocidad especifica de consumo de oxigeno en la cepa PB12, también pudo ser 

consecuencia de una disminucion en la velocidad especifica de consumo de glucosa, lo cual 
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se reflejd, si bien ligeramente, en menores flujos de entrada de carbono tanto en la via 

glicolitica como en el ciclo de los TCA (ver Figura 13 y 17). 

Los experimentos realizados con la mutante PB25, permitieron observar una reduccién 

sustancial en los niveles de acumulacién de acido acético, comparados con los observados 

por la cepa JM101, lo cual pudo ser consecuencia de la notable modificacién de la 

distribucion de flujos de carbono en el metabolismo central. El calculo de los flujos 

intracelulares reveldé que un aumento del flujo de carbono hacia la via de las pentosas con 

una concomitante reduccion del flujo en fa via glicolitica, favorecié la disminucién en la 

acumulacion de acido acético. En este caso, al igual que en la situacion discutida lincas 

arriba, se habria presentado un efecto regulador del PEP sobre la glucosa fosfato isomerasa. 

Es interesante destacar los flujos negativos en la reaccién catalizada por la glucosa fosfato 

isomerasa, los cuales fueron observados en las tres primeras velocidades de dilucién 

ensayadas. Esto sugiere la formacion de un ciclo de oxidacion en la via de las pentosas con 

lo cual se veria estimulado el catabolismo de la glucosa en esta parte del metabolismo (ver 

Figuras 18-20 y 23). En la primera velocidad de dilucién ensayada, alrededor del 30% det 

carbono fluye hacia la parte oxidativa de la via de las pentosas y es recirculado hacia la via 

glicolitica a través de la reaccién catalizada por la glucosa fosfato isomerasa. En las 

siguientes velocidades de dilucion, la recirculacion desciende hasta la desaparicion del 

ciclo a una velocidad de dilucién de 0.5 h', Es de relevancia destacar, que al aumentar la 

oxidacion de ta fuente de carbono en la via de las pentosas, se produciria también un 

incremento en el poder reductor en forma de NADPH, lo cual estaria probablemente por 

arriba de las necesidades biosintéticas del microorganismo. Esto lo resolveria el 

microorganismo mediante la presencia de la transdeshidrogenasa, con lo cual el NADPH se 

transformaria en NADH, En Escherichia coli, sc ha reportado la presencia de dos tipos de 

transdeshidrogenasa una de las cuales requiere de energia para su desempefio (Voordouw, 

et al., 1983). También se ha mostrado que existe una desigualdad en el grado de reduccion 

intracelular, manifestada por un mayor grado de reduccién de NADP(H) comparado con el 

de NAD(H), y que la presencia de un tipo u otro de transdeshidrogenasa depende del 

aumento o disminucién de la concentracién de cada uno de estos piridin-nucledtidos, sin 

que se vea alterada esta desigualdad (ibidem). Desde el punto de vista termodinamico, la 
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presencia de una transdeshidrogenasa no dependiente de energia se veria favorecida cuando 

se presentara un exceso de NADPH. Lo anterior justifica plenamente la inclusién de la 

reaccién de la transdeshidrogenasa no dependiente de energia en la red metabdlica 

propuesta para la cepa PB25. Es interesante mencionar que el aumento observado cn la 

actividad oxidativa de la via de las pentosas es congruente con un aumento comparativo en 

la actividad de tas dos primeras enzimas de esta via, observada por Ponce el al. (1998) cn 

experimentos llevados a cabo con la cepa PB25 en cultivo por lote. 

Por otro lado, con la cepa PB25 a una velocidad de dilucién de 0.2 h", se observé una 

mayor eficiencia en la transformacion de carbono en biomasa, comparada con la observada 

por la cepa JM101, lo cual se vio reflejado en valores comparativamente mas bajos de 

consumo especifico de glucosa, en un rendimiento celular mas alto, asi como en una 

actividad oxidativa mas baja. Esto ultimo se tradujo en valores comparativamente mas 

bajos de produccién de CO, y consumo de oxigeno (ver Figuras 7a y 8ab). En este caso, la 

distribucién de flujos de carbono fue significativamente diferente, con un aumento 

considerable del flujo de carbono hacia la via de las pentosas, lo cual habria sido 

compensado en términos energéticos con una disminucién sustancial del flujo de carbono 

hacia el ciclo de los TCA (ver Figura 23 y 24). Por otro lado, a velocidades de dilucion de 

0.3 y 0.35 h" los diferentes parametros de fermentacién fueron similares a los observados 

por la cepa JM101 a excepcion de un valor comparativamente mas bajo de consumo 

especifico de oxigeno, observado a una velocidad de dilucién de 0.3 h’ (ver Figura 8). A 

una velocidad de 0.5 h’, los valores de rendimiento celular con la cepa PB25, fueron 

similares a los observados por la JM101 (ver Figura 7a), no obstante haberse obtenido una 

menor acumulacion de acido acético. Esto no se reflejé en valores especificos mas altos de 

produccion de CO, (ver Figura 8b), lo cual pudo deberse a una compensacién provocada 

por la disminucion de la actividad de la piruvato deshidrogenasa, en donde también se 

produce CO, (ver Figura 13 y 21). Es interesante hacer notar que a una velocidad de 

dilucién de 0.5 h", el ciclo de oxidacion observado en la cepa PB25 se pierde, 

observandose valores positivos de flujo de carbono en la reaccién catalizada por la glucosa 

fosfato isomerasa, con una disminucién concomitante en el flujo de carbono hacia la via de 

las pentosas (ver Figura 23), También es interesante puntualizar que la diminucién de la 

97  



actividad del ciclo de los TCA a esta velocidad de dilucion contribuyé a disparar la 

acumulacién de acido acético en la cepa PB25 (ver Figura 24). 

Por otro lado, la mutacién que porta la cepa PB25 en las piruvato cinasas, dos importantes 

enzimas de la via glicolitica, permitié visualizar la manera en que el metabolismo celular es 

capaz de redistribuirse para balancear necesidades anabdlicas y catabdlicas y dar como 

resultados indicadores similares. Como puede verse en las graficas de distribucién de flujos 

de carbono, a comportamientos similares en los parametros de fermentacién, 

correspondieron estados metabélicos completamente diferentes, es decir, ante la presencia 

de un bloqueo en la actividad de las piruvato cinasas, el microorganismo fue capaz de 

reorganizar el metabolismo celular para satisfacer requerimientos anabdlicos y catabdlicos. 

Esto puede verse mas claramente a velocidades de dilucién de 0.3 y 0.35 h’. El beneficio 

inmediato de esta reorientacién de los flujos de carbono intracelular, fue una disminucién 

sustancial en la capacidad de la célula para acumular acido acético. 

Es interesante puntualizar el papel que las piruvato cinasas y el PEP jugaron en el 

comportamiento de las dos mutantes ensayadas. En el caso de la cepa PB12, no se observd 

un efecto determinante del PEP como elemento regulador del flujo de carbono, 

particularmente a velocidades de dilucién menores de 0,5 h”. Si embargo, a esta velocidad si 

pudo observarse un aumento del flujo de carbono hacia la via de las pentosas comparado por 

el observado por la cepa progenitora, probablemente debido al efecto regulador del PEP 0 a 

un aumento en la expresion de algunos de los genes de la via de las pentosas. Tal como se 

esperaba, ante la ausencia de actividad de las piruvato cinasas en la cepa PB25, se observé 

un efecto regulador del PEP sobre el flujo de carbono en 1a via glicolitica. Dicho efecto 

transformé a la via de las pentosas en la principal alternativa para canalizar el flujo de 

carbono, tanto para fines catabélicos como anabdlicos. 

En relacién con el efecto regulador del PEP, es relevante destacar los resultados reportados 

por Ponce et al. (1998). Las mediciones de la actividad de las piruvato cinasas en la cepa 

PB12, mostraron una disminucién significativa de con relacion a la observada por la cepa 

JM101, De acuerdo con esto a velocidades de dilucion menores a 0.5 h", el patron de flujos 

98



no se modificé porque la actividad desplegada por las piruvato cinasas, fue suficiente para 

procesar el PEP proveniente de la actividad de la enolasa. Sin embargo a una velocidad de 

dilucion de 0.5 h’', se habria observado un aumento en el flujo de carbono hacia la via de las 

pentosas debido al efecto reguiador del PEP, el cual se encontraria en exceso debido a una 

menor actividad de las piruvato cinasas en un fondo PTS, comparada con la observada en un 

fondo silvestre, lo cual concuerda bastante bien con los resultados mostrados por Ponce et 

al. (1998). 
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8.0 CONCLUSIONES 
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4,- Los resultados obtenidos en cultivo continuo en relacién con la distribucion de tos flujos 

de carbono en el metabolismo central y su influencia sobre 1a acumulacién de acido acético, 

permitieron observar diferencias claras entre 1a mutante PB25 y su progenitora. Sin 

embargo, al comparar la cepa PB12 con la progenitora, las diferencias no fueron tan claras. 

(a) En el caso de la PB12, la red metabélica propuesta no alcanza a explicar completamente 

el comportamiento cinético. Las diferencias observadas en la acumulacién de acido acético, 

solo fueron explicadas marginalmente en algunos casos, por la red metabolica propuesta. La 

disminucion en la acumulacion de acido acético observada a una velocidad de dilucion de 

0.35 h" pudo deberse, de acuerdo al patrén de flujos calculado, a un aumento en el flujo de 

catbono hacia el ciclo de los TCA. Sin embargo, la diferencia observada a una velocidad de 

dilucién de 0.5 h’, pudo deberse mas bien a un aumento del flujo de carbono hacia la via de 

las pentosas. 

(b) Los resultados obtenidos con la cepa PB25, sugieren que la produccién de acido acético 

disminuy6 significativamente debido a la orientacién del flujo de carbono, principalmente 

hacia la via de las pentosas, lo cual incluyé la formacién de un ciclo de oxidacién en esta 

parte del metabolismo a través de la reaccién catalizada por la glucosa fosfato isomerasa, 

actuando en forma reversible. 
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Summary 

The growth kinetics of an Escherichia coli wild type strain and two derivative mutants were examined in batch 

cultures and in glucose-limited chemostats. One mutant (PB12) had an inactive phosphotranferase transport 

system and the other (PB25) had interrupted pykA and pykF genes that code for the two pyruvate kinase 

isoenzymes. In both batch and continuous culture, important differences in acetic acid accumulation and other 

metabolic activities were found. Compared to the wild type strain, we observed a reduction in acetic acid 

accumulation of 25 and 80% in PB25 and PB12 strains respectively, in batch culture. Continuous culture 

experiments revealed that compared to the other two strains, PB25 accumulated less acetic acid as a function of 

dilution rate. In continuous cultures, oxidoreductase metabolic activities were substantially affected in the two 

mutant strains, These changes in turn were reflected in different levels of biomass and CO. production, and in 

oxygen consumption. 

Introduction 

Acetic acid production by Escherichia coli strains has 

been a serious drawback for the commercial production 

of recombinant proteins and chemicals (Han ef al. 1991, 

Sun et al. 1993; Gschaedler ef a/. 1994). As an uncou- 

pler of the energetic process, acetic acid has toxic affects 
on cell growth. In addition, it has a negative impact on 
the yield of products (Koh et a/. 1992; Lischke et al. 
1993). Several authors have discussed the acetic acid 

accumulation as a carbon overflow mechanism. Appar- 

ently, under certain growth conditions the TCA cycle is 

not capable of completely managing the pyruvate fluxes 

derived from pyruvate kinase (PK) activities and the 

phosphotransferase system (PTS). This is particularly 

true at high growth rates (Majewski & Domach 1990; 
Han et al. 1991). 

PTS is the most important mechanism for glucose 
internalization in Escherichia coli and in many other 
Enterobacteriaceae (Bouvet & Grimont 1987). This 
mechanism couples glucose transport to its phosphor- 

ylation, by transferring the high-energy phosphoryl 
bond from phosphoenolpyruvate (PEP) to the sugar 

molecule (see Figure 1). The phosphotransferase system 

is extremely efficient and in theory, it could concentrate 

glucose up to 10°-fold against a concentration gradient 
(Parr & Saier 1992). The elvcalvtic nathwav nrodsices 

two moles of PEP per mole of glucose assimilated, and 
because the PTS uses one of them, only one molecule of 

PEP is left for the rest of the reactions that require PEP 

directly. Two important reactions of the central metab- 
olism consume PEP. One is catalysed by phospho- 
enolpyruvate carboxylase (Ppc), which converts PEP 

into oxaloacetate (see Figure 1), In the other reaction, 
pyruvate kinase (PK) converts PEP into pyruvate. In the 

case of Escherichia coli there are two PK isoenzymes, 

PKA and PKF. 
As it stands, the present design of central metabolism 

in gram negative bacteria complicates the overproduc- 
tion of compounds that require PEP for their synthesis, 
and this is why PTS and PK isoenzymes and their 
respective structural genes are important targets for 

metabolic engineering. Recently, our group has shown 
that the use of an alternative glucose transport system 

that does not consume PEP for glucose phosphoryla- 
tion, and the absence of both PK enzymes, positively 
affect the formation of aromatic compounds in Escheri- 
chia coli (Berry 1996; Flores et al. 1996; Gosset et al. 

1996). Furthermore, the reaction catalyzed by the PK 
isoenzymes has been suggested as an important target 

for metabolic engineering to diminish acetate formation 

(Goel et ail, 1995). 

In the present study we report the kinetic character- 

ization of. and the nraduction of acetic acid in. two
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Figure 1. Scheme showing some of the metabolic pathways involved 

in glucose assimilation and in the formation of certain products 
in Escherichia coli. The heavy arrows indicate that multiple enzym- 

atic reactions are involved. G6P: Glucose-6-phosphate; PEP: 
Phosphoenolpyruvate; HMP: monophosphate shunt; E4P: Erythrose- 

4-phosphate, PYR: Pyruvate; AcCoA: Acetyl-CoA;  Ppe: 

Phosphoenolpyruvate carboxylase; TCA: Tricarboxylic acids cycle; 

PTS: Phosphotransferase transport system; PKA and PKF: the two 
pyruvate kinase isoenzymes present in Escherichia coli. 

isogenic Escherichia coli mutant strains. One mutant 
transports glucose by a non-PTS mechanism, using ATP 

for glucose phosphorylation (Flores et af. 1996). In the 

other strain, the two PK isoenzymes have been elimi- 
nated. This leaves PTS as the only source of pyruvate 
(Ponce et al. 1995, 1998), We believe this characteriza- 

tion will contribute to a better understanding of the role 
of these enzymes in carbon metabolism and will also 

provide better tools for metabolic engineering in Ese- 
herichia coli. 

Materials and Methods 

Bacterial strains 

The mutant strains used in this work were constructed in 
our laboratory and they are derivatives of Escheri- 
chia coli JM\01 supE thi A(lac’ proAB)(F’ iraD36 proAB 

lacI9ZAM 15). PBI2 is a A(ptsH-I-err):kan Gle* deriv- 

ative (Flores et al. 1996) and PB25 is a pykA::kan 

pykF::cam derivative (Ponce et al. 1995). 

Media and inoculum 

M9 medium was utilized for batch and continuous 
culture exneriments’ inocula were nrenared in Turia 
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Broth (Sambrook e7 al. 1989). The starting cultures were 

prepared by inoculating 3 ml of LB from a frozen cell 
stock, kept in 10% glycerol at -70 °C, and incubating 

overnight in a G25 orbital incubator shaker (New 
Brunswick Inc. New Brunswick, NJ), at 37°C and 
300 rev/min. One ml of the overnight culture was 
centrifuged, washed with a 10 mM NaCl, transferred 
to a 500 ml flask with 50 ml of M9 medium, and 
incubated for 12 h at 37 °C and 300 rev/min. A portion 

of the culture was used to inoculate the fermentor to an 
initial optical density at 600 nm (ODgo9) between 0.05 

and 0.1. 

Fermentations 

The batch and continuous culture experiments were 

performed in a 2-1 fermentor (LSL Biolafitte, Inc. 

Princeton, NJ) with 1.2 and 0.781 of operation 

volume respectively. The data from these experiments 
were reported as representative runs and were always 
compared for accuracy with at least one replicated 
trial. Continuous culture experiments were initiated 

from batch cultures growth to late exponential phase. 

In the different dilution rates tested, the steady state 

was achieved after at least six residence times. 
Constant signals of go,, gco,, dissolved oxygen, and 
ODeoo were used to measure stability of the cultures. 
Once a steady state was obtained in each one of the 
cultures, five samples were taken in 3 to 4 h intervals 
each one to determine residual glucose, biomass, 
glycogen and organic acids concentrations (see be- 

low). All cultivations were done at 37 °C (+0.003%); 

pH 7 (+0,007%); with an aeration of 1 VVM; 

pH was controlled with the automatic addition of a 
1M NH,OH. Off-gas analysis for oxygen and 

carbon dioxide were performed on-line by a MGA- 
1200 mass spectrometer (Perkin-Elmar, Pomona, 
Calif.). 

Analytical methods 

During batch experiments, the biomass was calculated 
from OD measurements, using a calibration curve 
(1 ODeo0 unit = 0.36 g/l). In continuous culture ex- 

periments, the dry weight was determined by centri- 
fuging 10 ml aliquots for 10 min in an Eppendorf 
centrifuge (Brinkmann, Inc., Westbury, NY). The 
pellets were suspended in 10 mM NaC! and centrifuged 
again. All the samples were dried for 24 h, ina vacuum 
oven at 90°C. Residual glucose in the media was 
determined using a multiple enzymatic analyzer Ekta- 
chem DT60 IT (Kodak, Rochester, NY). Glycogen was 
determined as reported by Forberg ef al. (1988). 
Organic acids were quantified by HPLC (Waters, 
Millipore Corp. Milford, MA) using an Aminex 
HPX-87H 300 x 7.8 mm column (Bio-Rad, Hercules, 
CA) at 60 °C, H2SO4 5 mM as eluant, with a flow rate 
of 0.8 mli/min
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Results 

Batch culture experiments 

We used batch cultures to compare several growth 
parameters of the JM101 strain and its two derivatives 

PBI2 and PB25 wherein the PEP metabolism had been 

affected by specific mutations. These three strains 
exhibit different growth rates (Figure 2). In addition, 

the PB25 culture reached a different final biomass 

concentration compared to the JM101 and PB12 cul- 
tures. Differences between the strains were also found in 
the level of glucose consumption. Interestingly, a sub- 
stantial change in the rate and level of acetate accumu- 

lated by these strains was also observed. Furthermore, 
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accumulation (c) measurements for the three Escherichia coli strains 

tested in batch culture experiments, using M9 medium with glucose 
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acetate consumption was also detected in JMIO1 and 
PB25 cultures, after almost all the glucose was exhaust- 
ed and growth ceased. In contrast, in PBI2 cultures, 

acetate was only detected at later time points and never 

accumulated to more than 0.05 g/l (see Figure 2). Other 

organic acids (lactate, pyruvate, and succinate), as well 

as the storage carbohydrate glycogen, were not detected 
in significant concentrations in the three strains exam- 
ined (data not shown). 

The data generated by these experiments were utilized 
to calculate specific rates and yields, which are presented 
in Table !. The highest specific growth rate was ob- 
tained in the JMIOL culture, whereas PB25 and PBI2 

cultures showed respectively, a 20 and 40% decreases in 
their growth rates as compared to the parental JM101. 

A higher biomass yield was observed in the PBI2 
culture, in accordance with the lowest acetate accumu- 

lation observed for this strain. Interestingly, when 
compared with JM101, the PB25 strain showed a lower 
biomass yield, despite having accumulated less acetate. 
These results suggest that in the PB25 strain, more 
substrate was diverted away from biomass to other 

metabolic routes. In this sense, we observed that total 
COQ, production was higher in PB25 cultures than in the 
other two strains (data not shown). In agreement with 

these results, it has been previously determined (Ponce 

et al. 1998), that in the PB25 strain, the pentose pathway 
increases its participation in glucose catabolism. 

Different values of specific glucose consumption rate 
and acetate production were observed in the tested 
strains. The highest specific glucose consumption rate 
was observed in JM101, while the lowest was found in 
the PB12 culture. The glucose consumption value for 

the PB25 strain was very similar to the one obtained 

for the JM101 strain. Regarding acetate production, 
the PB25 strain showed the highest specific production 

rate. It has been pointed out that in Escherichia coli 

cultures, acetate accumulation is a direct function of 

growth rate (Meyer et al. 1984; El-Mansi & Holms 

1989). Although the PB12 strain showed a consistent 

behaviour in this respect, it was not the case for the 
PB25 strain which compared with the other strains, 

showed a higher production of acetate per unit of 

biomass (see Table 1). 

Table I. Results from batch culture experiments with the three E. coli 

strains examined”. 
  

  

Strain Henax YR S Yinesx g WMiac 
(h”’) (g/g) (g/g) (g/g/h) (g/g/h) 

JM101 0.78 0.47 0.14 1.67 0.112 
PBi2 0.47 0.54 0.064 0.87 0.03 
PB25 0.62 04 0.197 1.54 0.121 
  

* These calculations are derived from one representative run and 
compared for accuracy with at least one replication. 

> Biomass yield on consumed glucose and acetic acid production by 

produced biomass, calculated from the exponential phase data. 

* Specific rates of glucose consumption and acetic acid production, 
from the exnonential nhase data
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Based on these results and to obtain a deeper insight 
into the kinetic behaviour of these strains, we used 

glucose-limited continuous cultures to obtain steady 

states at different growth rates for each strain, and to 
measure the acetate production rates under these con- 

ditions. 

Continuous culture experiments 

Considering that the mutations incorporated into the 

PB12 and PB25 strains involved glucose transport, PEP 

metabolism and pyruvate supply, the first parameter 

that we wanted to study on these strains was the yield, 

that is, the amount of biomass produced per gram of 

glucose consumed. In the range of dilution rates tested, 

the JM101 strain showed a slight decrease in the yield as 

the growth rate increased. This behaviour was more 
pronounced in strain PB25, while in PB12, the yield 

increased as the dilution rate was also increased (see 

Figure 3a). As can be seen in Figure 3b, no acetate was 

produced at the 0.2 and 0.3 h7! dilution rates by any of 

the cultures. However at a dilution rate of 0.35 h”', the 
production of acetate by the PB12 culture was 40% 

lower than in the JM1O1 culture. Interestingly, at this 
dilution rate, the PB25 culture did not produce acetate. 

All the cultures produced acetate at a dilution rate of 
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0.5 h7'; however, at this growth rate and when com- 
pared with JMIOI, the PB1I2 and PB25 cultures pro- 

duced 30% and 55% less acetate, respectively (see 

Figure 3b). The strains examined under these conditions 
did not show significant accumulation of other organic 
acids (lactate, pyruvate and succinate) or glycogen as a 
function of dilution rate (data not shown), 

As expected, the specific glucose consumption rate 

increased with the dilution rate, although each culture 

exhibited a different slope (see Figure 4a). As shown in 

Figure 4b, the specific CO, production rate of the three 

strains showed a linearly increasing trend with dilution 

rate. At 0.2 h7’ and when compared to JM 101, the PBI2 

culture showed a slightly higher specific CO2 production 

rate but the corresponding value was significantly lower 
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than that for JM101 at 0.5 h-’. In the PB25 culture and 
when compared to JMIOI, the specific CO. production 

rate was slightly lower at 0.2 h”', whereas at 0.5 h'', 

it was nearly the same as in JMI101 (see Figure 4b). 

Regarding the specific oxygen uptake rate, in both 

JM101 and PB25 cultures, as expected, a linear increase 

with growth rate was observed. Interestingly, the PB12 
culture showed a relatively constant specific oxygen 

consumption rate. The differences observed on specific 

rates of CO, production and oxygen consumption for all 

the strains, clearly indicates different oxidative-reductive 

metabolic activities. 

Discussion 

The Escherichia coli mutant strains PB12 and PB25 were 

constructed in an attempt to modify the carbon flux 

distribution at the PEP node. In the PB12 strain, glucose 
is transported and phosphorylated by the action of the 
galactose permease and glucokinase, respectively (Flores 

et al. 1996). This new metabolic strategy implies that in 
this strain, no PEP is consumed directly for glucose 
phosphorylation, and that the formation of pyruvate is 
not necessarily coupled to gfucose transport. In addi- 
tion, due to the multiple regulatory roles that PTS plays 
in different processes, important changes in cell physi- 
ology can be envisaged on this strain. Furthermore, it 
has been reported by our group that a strain with a 
similar phenotype to PB12 was able to produce more 
aromatic compounds, suggesting an increase in the 
metabolic availability of PEP (Flores et al. 1996, Gosset 

et al. 1996), On the other hand, the PK reaction is the 

last step of the glycolytic pathway and is an important 
source of pyruvate (Ponce et a/. 1995, 1998). Our group 
has also elucidated that an Escherichia coli strain devoid 
of PK activity, carrying a PTS deletion, increases the 

availability of PEP to produce aromatic compounds 
(Gosset et al. 1996). 

The data obtained from batch and continuous cul- 
tures of PB12 and PB25 strains show important differ- 

ences in the carbon flux distributions when compared to 
the parental JM101 strain. In the two mutants, acetate 

production was substantially lower. This result may be 
associated with a decreasing carbon flux into pyruvate. 
In general, it is accepted that in Escherichia cofi aerobic 
cultures, acetate is produced after a certain growth rate 

(ie., carbon flux through central metabolism) is 
achieved, when the TCA cycle is saturated and it is 

unable to manage the flux that glycolysis delivers 
(Majewski & Domach 1990). Under these circumstan- 
ces, the excess of carbon flux is directed towards the 
formation of acetate. As shown in Figure 1, this strategy 
also provides an extra source of ATP. In this scenario, 

the PEP node plays an important role acting as a 
distribution point of carbon to produce building blocks 
for growth or for the synthesis of organic acids (see 

Figure 1). On the other hand, the metabolic activities of 
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the central pathways are modulated to satisfy the carbon 

and energy requirements for growth. These activities are 
reflected in biomass and CO) production, as well as in 
oxygen consumption. At dilution rates below the onset 
of acetate production, an oxidative metabolism pre- 
dominates and the substrate is transformed only into 
biomass and CO, whereas at dilution rates above the 
onset both oxidative and fermentative metabolisms 
occur, with the consequent production of biomass, 
CO, and acetate (Meyer ef al. 1984). Interestingly, 

different metabolic trends were observed in continuous 
cultures with the three tested strains. At 0.2 h7', PB12 

when compared to the other strains, showed a much 
higher metabolic activity, which was indicated by higher 
values of CO, production and oxygen consumption. On 
the contrary, at 0.5 h-', the PB12 culture showed a lower 
metabolic activity (i.e., lower rates for CO2 production 

and oxygen consumption rate); however, despite these 

changes, a higher biomass yield was observed at this 
dilution rate. This was perhaps due to a more efficient 
utilization of the carbon from glucose as reflected by the 
lower CO, production. The fact that in PB25 cultures, 

acetate was still produced at 0.5 h7|, could indicate that 

the pyruvate supplied by PTS, was enough to overflow 

the TCA cycle. Furthermore, the fact that the onset of 

acetate production in JM101 and PB12 strains was the 

same (0.35 h7') (see Figure 3b), suggests that this strain 

has been able to regain enough flux to pyruvate and 
overflow the TCA cycle. In this sense, we have not 
identified all the mutations that occurred in PB12. 
However, we do know that in this strain, the glucoki- 

nase enzyme (GIk) is overproduced and glucose is 
transported through the galactose permease (GalP) 
(Flores ef al. 1996; unpublished results). Under this 

new scenario, glucose flux through GalP and Glk 
depends on the pull exerted by the glycolytic enzymes. 
It is evident from the results reported in this paper that 

none of the mutations present in the PB12 strain affected 
the onset of acetate formation. 

Finally, we believe that the characterization of these 

mutants, which have been already utilized for the 

overproduction of aromatic compounds (Flores et al. 
1996; Gosset et al. 1996), will contribute in the design of 
better strategies for the production of other important 
molecules in Escherichia coli. 
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